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1 UVOD 
Morske vetrnice so nevretenčarji, ki jih uvrščamo med ožigalkarje (deblo Cnidaria), razred 
Anthozoa (koralnjaki), podrazred Hexacoralia (heksakorale) in red Actinaria (morske 
vetrnice). So izključno morski organizmi. Najdemo jih v vseh oceanih, od pasu bibavice do 
globine desetih kilometrov, najpogostejše pa so v tropskem pasu. Skoraj deset tisoč 
poznanih vrst naseljuje zelo raznolike habitate, na katere so z svojo telesno obliko dobro 
prilagojene (Encyclopedia Britanica, 1992). 
 
Morske vetrnice imajo strup v celicah knidocitah in ektodermalnih žleznih celicah, ki so na 
tentaklih, akoncijih in akroragijih. Slednji so prisotni v obroču pod tentakli kot votle 
strukture povezane z gastralno votlino, ob kontaktu z drugo morsko vetrnico se uporabljajo 
za obrambo pred le-to (Williams, 1991). Toksine so našli tudi v mukoznem plašču, ki 
obdaja telo živali (Moran in sod., 2012). Strupi ožigalkarjev vsebujejo okrog 250 
komponent (Frazão in sod., 2012). Citolizini so med najpogostejšimi toksini v strupu 
morskih vetrnic, znanih je več kot 32 vrst, ki vsebujejo citolitične peptide in proteine 
(Anderluh in Maček, 2002). To so toksini, ki poškodujejo celično membrano s svojo 
encimsko aktivnostjo ali s tvorbo por (Anderluh in sod., 2011). Glede na molekulsko maso 
in način delovanja jih lahko razdelimo v štiri skupine; skupina I (Rm I in II iz Radianthus 
macrodactylus), skupina II oziroma aktinoporini (equinatoksin iz Actinaria equina), 
skupina III (α in β PLA2 iz Aiptasia pallida, UpI iz Urticina piscivora) in skupina IV 
(metridiolizin iz Metridium dianthus) (Anderluh in Maček, 2002). 
 
Citolitični protein, izoliran iz morskega naglja (Metridium dianthus (Ellis, 1768), sin. M. 
senile (Linnaeus, 1761)) (Bernheimer in Avigad, 1978), je predvideno predstavnik četrte 
skupine citolizinov (Anderluh in Maček, 2002). M. senile se pojavlja v različnih barvnih 
različicah, osebki so največkrat beli, najdemo pa jih tudi v oranžni, rjavi, rdeči in rumeni 
barvi (Hiscock in Wilson, 2007). Glede na hitrost toka, v katerem živijo, lahko dosežejo 
premer od 2,5 do 30 cm (Anthony, 1997). Baza je široka, telo gladko, tentakli so različno 
dolgi in številčni. Naseljujejo morsko dno od plitvega obalnega morja pa vse do globine 
vsaj stotih metrov (Ryland in Hayward, 1995). Najdemo jih od Biskajskega zaliva do 
Skandinavije, okoli Britanskega otočja, (Manuel, 1988), obeh obalah Severne Amerike 
(Hiscock in Wilson, 2007) in v morju ob obalah Južne Afrike (Griffiths in sod., 1996). V 
gostih kolonijah se naselijo na kamniti podlagi ali substratu antropogenega izvora (Sebens, 
1985), kjer izpodrinejo druge vrste, tako, da jih ožigajo z namenskimi tentakli (Purcell, 
1977).V Jadranskem morju in Sredozemlju so zelo redki. 
 
Tudi za morsko vetrnico Alicia mirabilis (Johnson, 1861) se je že izkazalo, da vsebuje 
citolitičen protein, kot je to pokazala Arijana Gajič (diplomsko delo, 2016), zato smo se 
odločili nadaljevati njeno delo in natančneje opisati omenjeni protein. Primerki čudežne 
alicije dosežejo nekaj centimetrov v višino, dan preživijo skrčene, ponoči pa raztegnejo 
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telo in tentakle (Costello in sod., 2001). Naseljujejo se na različne podlage (Katsanevakis 
in Thessalou-Legaki, 2007) do globine vsaj 50 m. Vrsta je razširjena po vzhodnem 
Atlantiku okoli Kanarskih otokov, Azorov, Madeire in Portugalske. Vzhodnem Mediteranu 
in Jadranu do Hrvaške. Našli so jo tudi v Senegalu in v zahodnem Atlantiku od Floride do 
Brazilije (Rodrigues, 2012). Ob kontaktu s tentakli morske vetrnice strup povzroči paralizo 
in smrt plena, pri ljudeh pa vnetne in dermatonekrotične odzive (Uva in sod., 2013). Ti 
simptomi se pojavijo tudi pri kontaktu z morsko vetrnico Phyllodiscus semoni (Kandi, 
2018), za katero je znano da vsebuje dva proteina iz naddružine MACPF/CDC (PsTx-60A 
in B) (Nagai in sod., 2002; Satoh in sod., 2007). 
1.1 NAMEN DELA 
Namen naloge je bilo izolirati in opisati citolitični protein iz liofiliziranega vzorca M. 
dianthus. Iz te vrste (takrat imenovane M. senile) so pred štiridesetimi leti izolirali citolizin 
z molekulsko maso 80000 Da, vendar pa njegov obstoj kasneje ni bil nikoli potrjen, slabo 
poznane lastnosti pa temeljijo le na podlagi prgišča člankov, objavljenih pred približno 
štiridesetimi leti. Protein naj bi spadal v naddružino MACPF/CDC proteinov, ki so jih 
izolirali iz zelo različnih organizmov, a zaenkrat so znani samo trije proteini te naddružine 
iz vsega dveh vrst morskih vetrnic.  
 
Podobno velja tudi za čudežno alicijo (A. mirabilis), ki je bližnja sorodnica vrst, iz katerih 
so že izoliralil citolizine z domeno MACPF/CDC. Iz zmrznjenega homogenata te vetrnice 
smo poskušali izolirati citolitičen protein, ki naj bi prav tako pripadal naddružini 
citolizinov/proteinov MACPF/CDC, čeprav zaenkrat še ni objavljenih člankov, ki bi 
razkrivali pristnost citolizinov v tej vrsti.  
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
• Morska veternica M. senile vsebuje citolitični protein, ki je velik približno 80 kDa; 
• Protein ima hemolitično aktivnost; 
• Za interakcijo proteina s celično membrano je ključen holesterol; 
• Protein je kisel z izoelektrično točko pri pH 5,0. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 TOKSINI V MORSKIH VETRNICAH 
Morske vetrnice so pestra skupina, ki jih najdemo v zelo raznolikih morjih. Dosežejo 
velikosti od nekaj milimetrov do poldrugega metra (Encyclopedia Britanica, 1992). Tako 
kakor drugi koralnjaki nimajo meduzne generacije temveč je znana samo polipna oblika. 
Nimajo trdega skeleta in so solitarne. So triploblastične – telo imajo iz treh plasti, 
zunanjega ektoderma, notranjega endoderma in vmesne mezogleje. Usta se odpirajo na 
sredini oralnega diska, na katerem so v obročih razporejene lovke (tentakli). Slednji so 
polni knidocit, celic z organelom knido, ki se ob sprožitvi izviha zaradi povečanega 
osmotskega pritiska v celici ter dostavi strup do cilja z namenom lova oziroma obrambe . 
Usta vodijo v žrelo (actinopharynx), ob katerem potekata sifonoglifa, omigetalčena 
žlebova za poganjanje vode do gastralne votline (coelenteron). Gastralna votlina teh živali 
je razdeljena s pari mezenterijev, uvihkov endoderma, ki segajo proti žrelu, pri 
heksakoralah jih je 6n. Mezenteriji delijo gastralno votlino na gastralne žepe, ki so 
medsebojno povezani z ostiji, perforacijami mezenterijev na mestih kjer se zraščajo z 
žrelom in robovi telesa. Mezenteriji, ki ne segajo do žrela, se končajo s filamenti. Tukaj so 
tudi gonade in prebavne žleze. Veliko vrst ima tudi akoncije, nitaste podaljške 
mezenterijev, ki jih žival lahko sproži skozi telesno steno. Akonciji so pod nivojem 
filamentov. Ti vsebujejo veliko knidocit za obvladanje že požrtega plena ter obrambo. 
Polip se konča s pedalnim diskom, s katerim se morska vetrnica začasno pritrdi na podlago 
(Shick, 2012; Holstein in Tardent, 1984). Kot sesilni organizmi se morske vetrnice za lov 
plena, ki je precej bolj mobilen od njih samih, zanašajo na svoj strup. Prav tako se ga 
uporabljajo za obrambo pred plenilci in paraziti (Sher in sod., 2005) ter pri prostorski 
kompeticiji (Purcell, 1977). Strup najdemo po celem telesu, v mukoznem plašču, ki obdaja 
žival ali v celicah: nematocistah in ektodermalnih žleznih celicah (Moran in sod., 2012). V 
prvih so celični organeli knide, s katerimi spravijo strup do cilja (Hessinger in Lenhoff, 
1973). Glede na funkcijo in strukturo knide v grobem delimo na tri vrste; nematociste, 
namenjene vnašanju strupa v žrtev, spirociste, za pritrjanje na podlago in ptihociste za 
obrambo (Rifkin, 1996). Najdemo jih po vsem telesu morske vetrnice, predvsem po 
tentaklih, akoncijih in akroragijiih (slika 1). Ob aktivaciji se iz knide sproži votla cevka, ki 
predre integument žrtve in tako vnese strup (slika 2). Strupene produkte najdemo tudi 
izven knid v citoplazmi knidocit in drugih celic (Sher in sod., 2005). 
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Slika 1: Model morske vetrnice z označenimi akroragiji (modro), tentakli in akonciji (Foster in Briffa, 2014) 
 
 
Slika 2: Shema proženja knidocite, na levi je prikazana nesprožena, med izvihanjem knide in popoloma 
sprožena knidocita. Desno je prikazana penetracija integumenta žrtve s knido. (Hidaka, 1993) 
Sestava strupov je zelo raznolika, v njih so proteinske (peptidi, proteini, encimi, 
proteinazni inhibitorji) in neproteinske (purini, kvartarne amonijeve spojine, biogeni amini, 
betaini) komponente (Mahdokht in sod., 2015a). Najštevilčnejši so nevrotoksini in 
citolizini. 
2.1.1  Nevrotoksini 
Nevrotoksini morskih vetrnic so skupina proteinov z nizko molekulsko maso (3-8 kDa), ki 
z delovanjem na natrijeve ali kalijeve kanale vplivajo trajanje akcijskega potenciala 
motoričnih nevronov, mišičnih in srčnih celic. So med najbolj raziskanimi toksini glede 
lastnosti in mehanizma delovanja, saj so zelo uporabni za raziskovanje fiziološke vloge 
kanalov, na katere delujejo (Mahdokht in sod., 2015a). 
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2.1.1.1 Toksini, ki delujejo na napetostno odvisne natrijeve kanale 
Toksini, ki se vežejo na napetostno odvisne natrijeve kanale (NaTx) so sestavljeni iz več 
podenot. Za delovanje je pomembna domena 4 v α-podenoti proteina. Ta se veže na mesto 
3 natrijevega kanala med depolarizacijo in tako stabilizira njegovo odprto stanje, s čimer 
ne pride do repolarizacije. Zaradi tega se v sinaptično špranjo sprošča več 
nevrotransmiterja, kar vodi v paralizo (Mahdokht in sod., 2015a). 
 
NaTx delimo v tri skupine. Tip I in II peptidi so dolgi od 46 do 51 aminokislin. Obe 
skupini  sta si zelo podobni v primarni zgradbi in funkciji. Tip III, peptidi sestavljeni iz 27-
32 aminokislin, so si s peptidi prej omenjenih skupin podobni le po funkciji, ne pa tudi po 
zgradbi (Mahdokht in sod., 2015a). 
2.1.1.2 Toksini, ki delujejo na napetostno odvisne kalijeve kanale 
Ti toksini (KTx) s svojo vezavo blokirajo kalijev kanal med repolarizacijo, kar na koncu 
povzroči podoben rezultat kot delovanje NaTx, torej preprečitev repolarizacije in paralizo. 
Glede na primarno zgradbo in na afiniteto do različnih podtipov kalijevih kanalov jih 
delimo v pet skupin (Mahdokht in sod., 2015 a). 
 
Pripadniki tipa I KTx imajo molekulsko maso 4 kDa in tri disulfidne mostičke. Blokirajo 
KV1. in KV3. podtipa napetostno odvisnih kalijevih kanalov in podtip s kalcijem 
aktiviranih kanalov (KCa3.1) (Frazão in sod., 2012). 
 
Peptidi tipa II KTx so veliki 6 kDa in prav tako vsebujejo tri disulfidne mostičke. Delujejo 
na KV1.2 podtip napetostno odvisnih kalijevih kanalov. Poleg tega delujejo tudi kot Kunitz 
inhibitorji serinskih proteinaz (Frazão in sod., 2012). 
 
Peptidi tipa III KTx imajo razpon velikosti od 3 do 4 kDa, spet s tremi disulfidnimi 
mostički. Evolucijsko izhajajo iz NaTx (Mahdokht in sod., 2015b). Ti toksini delujejo na 
podtipa KV3.4 ali hERG. Za razliko od drugih sorodnih peptidov, kanalov ne blokirajo 
direktno, temveč so modulatorji kanalov in vplivajo na zapiranje kanala (Castaneda in 
Harvey, 2009). Eden izmed znanih toksinov te skupine pa se veže celo na natrijeve kanale 
(ang. acid-sensing ion chanel 3, ASIC3) (Dichot in sod., 2004; Blanchard in sod., 2012). 
 
Peptidi tipa IV (ShTx I – III iz Stichodactyla haddoni) so veliki približno 7 kDa vsebujejo 
dva disulfidna mostička in imajo paralitičen učinek na rake. Toksini inhibirajo vezavo α-
bungatotoksina na sinaptosomalne membrane. ShTx III deluje tudi kot Kunitz inhibitor 
proteaz (Honma in sod., 2008). 
 
Tip V toksinov, (BcsTx3 iz Bunodosoma caissarum in predvidena peptida NvePTx I iz 
Nematostella vectensis ter MsePTx I iz Metridium senile), ki delujejo na napetostno 
odvisne kalijeve kanale, so veliki okoli 5,7 kDa in imajo pet disulfidnih mostičkov. 
Delujejo na KV1.1, KV1.2, KV1.3, KV1.6 in Shaker IR kanale (Orts in sod., 2013). 
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2.1.1.3 Majhni, s cisteinom bogati peptidi 
V morskih vetrnicah Anemonia viridis in Metridium senile so našli homologe te skupine 
nevrotoksinov, ki so drugače znani le iz koral (Mahdokht in sod., 2015b). 
2.1.1.4 Inhibitorji napetostno neobčutljivih natrijevih kanalov aktiviranih s protoni 
ASIC (ang. acid-sensing ion channels) so napetostno neobčutljivi natrijevi kanali, ki jih 
aktivirajo zunajcelični protoni. Nekateri toksini morskih vetrnic delujejo na te kanale. 
Imajo dva disulfidna mostička (Mahdokht in sod., 2015a). 
2.1.1.5 TRPV1 inhibitorji 
Inhibitorje receptorjev TRPV1 (ang. transient receptor potential cation channel subfamily 
V member 1) in njihove homologe so izolirali tudi iz morskih vetrnic (Mahdokht in sod., 
2015a). 
2.1.2  Encimi 
2.1.2.1 Fosfolipaze A2 
Fosfolipaze A2 (PLA2) so prisotne v strupu več morskih vetrnic. Hidrolizirajo sn-2 acil vez 
glicerofosfolipidov, česar produkt so maščobne kisline (Nevalainen in sod., 2004). Poleg 
tega ima PLA2 iz vrste Aiptasia pallidia tudi hemolitično aktivnost (Hessinger in sod., 
1976). 
2.1.2.2 Metaloproteinaze 
Zapis za cinkove metaloproteinaze z astacinsko domeno (Pfam PF01400, aktivno mesto 
ima motiv HEXXH, ti encimi se izločajo oziroma so zasidrani v plazmalemi in sodelujejo 
pri aktivaciji rastnih faktorjev in razgradnji proteinov (Rawlings in Barrett, 1995)) so našli 
v genomu vetrnice Nematostella vectensis (Moran in sod., 2013). 
2.1.3 Citolizini 
Citolizini vplivajo na intergriteto celičnih membran bodisi tako da s svojo encimsko 
aktivnostjo vplivajo na integriteto membranskih lipidov (fosfolipaze in sfingomielinaze) 
bodisi da se vstavijo v membrane in tvorijo pore (toksinski tvorci por, PFTs). Slednjih je 
več, kar nakazuje na njihovo večjo učinkovitost v primerjavi s citolizini z encimskim 
delovanjem. Poenostavljeno lahko opišemo mehanizem delovanja porotvornih toksinov 
sledeče: v vodotopni obliki se izločijo iz celice, prepoznajo specifične tarče na tarčni 
membrani, na katere se vežejo, sledi oligomerizacija različnega števila monomerov v 
preporo, čemur sledi vstavitev amfipatičnega dela proteina v membrano kar povzroči 
nastanek pore obdane z α-heliksi (α-PFT) ali β-zankami (β-PFT) (Anderluh in sod., 2011). 
Glede na velikost in način delovanja, lahko citolizine morskih vetrnic razdelimo na več 
skupin (preglednica 1) (Anderluh in Maček, 2002). 
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Preglednica 1: Delitev citolizinov pri morskih vetrnicah in njihove lastnosti. (prirejeno po Anderluh in Maček, 
2002). PC – fosfatidilholin, SM – sfingomielin, Hol – holesterol, PLA2 – fosfolipaze A2. 






I >9,0 5-8 PC porotvorna, 
antihistaminska 
II >9,5 20 SM porotvorna 
III >8,8 30-45 / PLA2, 
porotvorna 





60 / porotvorna 
2.1.3.1 Skupina I 
Proteini v tej skupini so veliki od 5 do 8 kDa, so bazični z izoelektrično točko 9,2. V svoji 
zgradbi nimajo triptofana. Za vezavo na tarčno membrano je potreben fosfatidilholin (PC) 
inhibira pa jih sfingomielin (SM). Nekateri predstavniki (Rm I in II) imajo tudi 
antihistaminsko aktivnost (Zykova in sod., 1998). 
2.1.3.2 Skupina II  
Sem spada velika večina citolizinov morskih vetrnic. Ti citolizini so znani tudi kot 
aktinoporini, ki so najbolj raziskani citolizini morskih vetrnic. So bazični (>pI 9,0) 
monomerni proteini brez cisteinskih ostankov z molekulsko maso 20 kDa. Za vezavo na 
membrano potrebujejo SM, po prepoznavi le tega pride do konformacijske spremembe N-
konca, oligomerizacije treh do štirih molekul na membrani in nastanka za katione 
prepustne pore. Spadajo med α-toksinske tvorce por (α-PTFs) (Anderluh in sod., 2011). 
Struktura akinoporinov je znotraj družine zelo ohranjena; amfifilnemu α-heliksu na N-
koncu sledi s triptofanom bogata domena in motiv arginin - glicin - asparaginska kislina, ki 
pa ni vpleten v agregacijo trombocitov kot je to pri disintegrinih (Anderluh in Maček, 
2002). 
2.1.3.3 Skupina III 
V tej skupini so proteini veliki od okrog 30 do 45 kDa z ali brez fosfolipazne A aktivnosti, 
do sedaj poznani samo pri rodu Urticina (UpI in II) (Cline in sod., 1995; Anderluh, in sod., 
2011). 
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2.1.3.4 Skupina IV 
Metridiolizin je trenutno edini znan predstavnik te skupine (Anderluh in Maček, 2002). 
Farmakološko aktivne snovi iz tkiva M. senile so izolirali že pred slabim stoletjem (Richet 
in Portier, 1936). Kmalu za tem so poskušali določiti kemijsko zgradbo aktivne vsebine 
nematocist (Philiphs, 1956). Philiphs in Abott (1957) sta potrdila prisotnost toksina v 
nematocistah in ugotovila, da ni občutljiv na kisik. Goodwin in Telford (1971) sta prav 
tako raziskovala toksičnost in kemijsko sestavo toksina in sklepala, da gre za protein. 
Kasnejše raziskave so pokazale, da ima metridiolizin molekulsko maso okrog 80 kDa, 
sestavljen naj bi bil iz dveh podent velikih 47 in 22 kDa. Protein je kisel z izoelektrično 
točko pri pH 5,0, temperaturno nestabilen, večina aktivnosti se izgubi nad 37 °C. 
Optimalno območje njegovega delovanja je med pH 5,0 in 6,0, medtem ko nad pH 8,0 
citolizin ne deluje. Dodatek holesterol močno okrni aktivnost, medtem ko drugi steroli 
nimajo učinka na delovanje. Deluje hemolitično, pri čemer je odziv glede na vrsto 
eritrocitov zelo različen; najhitreje lizirajo konjski in pasji eritrociti, ovčji so desetkrat 
manj občutljivi, mišji pa še desetkrat manj. In vitro lizira tudi trombocite in fibroblaste. Je 
tudi letalen za miši, intravenozna LD50 je 0,3 mg/kg, dodatek že nizkih količin holesterola 
(10 µg) zmanjša smrtnost testnih osebkov. Občutljiv je na nekatere proteolitične encime 
(pronaza, subtilizin) (Bernheimer in Avigad, 1978; Shier in Mebs, 1990). Metridiolizin na 
membrani tvori obroče s premerom 30 – 33 nm. V nekaterih lastnostih je podoben od 
holesterola odvisnim citolozinom (ang. cholesterol dependent cytolysins, CDC) iz Gram 
pozitivnih bakterij (streptolizin O, cereolizin), dodatek reducenta dithiothreitola poveča 
hemolitično aktivnost toksina (Bernheimer in sod., 1979). 
 
2.1.3.5 Skupina V 
2.1.3.5.1 Actineria villosa in Phyllodiscus semoni 
Iz nematocist okinavske morske vetrnice Phyllodiscus semoni (družina Aliciidae) so 
izolirali dva proteina (PsTX-60A in PsTX-60B), velika približno 60 kDa s hemolitično 
aktivnostjo. Citolizina sta letalna za kozice (Nagai in sod., 2002; Satoh in sod., 2007). 
Podobno velik, za miši smrtonosen protein (AvTX-60A), so izolirali tudi iz nematocist 
okinavske vrste Actineria villosa (družina Thalassianthidae). Vsi trije proteini imajo 
podobno primarno zgradbo in veliko podobnost v cDNA sekvenci (96 % identičnost), 
vendar niso podobni nobenemu že opisanemu proteinu iz morskih vetrnic. Ti proteini 
vsebujejo MACPF (ang. membrane attack complex / perforin) domeno, kar jih uvršča v 
novo skupino citolizinov morskih vetrnic in predstavlja prvi znan primer uporabe teh 
proteinov za lov oziroma obrambo pred plenilci (Oshiro in sod., 2004). Moreno-Hagelsieb 
in sodelavci (2017) so jih znotraj družine MACPF, glede na evolucijska razmerja, uvrstili v 
skupek 7 (TC 1.C.39.10.1-4). 
Sever T. Izolacija in lastnosti citolitičnega proteina iz morske vetrnice Metridium senile 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
2.1.3.5.2 MACPF/CDC naddružina proteinov 
MACPF/CDC naddružina (Pfam PF01823), glede na terciarno in primarno zgradbo ter na 
mehanizem delovanja, združuje MACPF družino citolizinov (TC 1.C.39), od holesterola 
odvisne citolizine (CDC) (TC 1.C.12.1 in 1.C.12.2) ter pleurotolizin porotvorno 
(Pleurotolizin B) družino (TC 1.C.97.1). Tako predstavlja eno največjih skupin β-
proteinskih tvorcev por (β-PFP). Ta raznovrstna naddružina je prisotna pri evkariontih, 
arhejah in bakterijah, pomembno vlogo igrajo pri bakterijski patogenezi in sporulaciji, 
evkariontskem imunskem sistemu, embriogenezi, nevrogenezi, supresiji tumorjev in 
razvoju glivnih plodišč (Moreno-Hagelsieb in sod., 2017). 
 
Družina je bila prvotno opisana kot del komplementa v imunskem sistemu sesalcev zaradi 
strukturne in funkcionalne podobnosti s perforinom (PRF) iz T limfocitov in C7, C8 ter C9 
proteini komplementa, dela imunskega sistema sesalcev, ki na tarčni membrani tvorijo 
membranski napadalni kompleks (MAC), (Tschopp in sod., 1986). Danes poznamo 
kaskado reakcij, ki vodi v nastanek pore na tarčni membrani. Sestavlja jo C9 v povezavi z 
C5, C6, C7 in C8 (Bubeck, 2014). 
 
Sprva med proteini MACPF naddružine niso zaznali podobnosti, ta se je razkrila šele po 
pridobitvi tridimenzionalnih struktur. V osrednjem delu najdemo ohranjeno MACPF/CDC 
domeno iz β-ploskev, ki jo obdajajo trije skupki največkrat α-heliksov (Lukoyanova in sod., 
2016). Pri CDC proteinih je β-ploskev iz petih zvitih in upognjenih β-zank, medtem ko so 
pri MACPF in pleurotolizinu B štiri (Lukoyanova in sod., 2015). Na C-končnem delu 
imajo CDC proteini imunoglobulinu (Ig) podobno domeno, ki je ključna za interakcije s 
tarčnimi membrani ali proteinskimi kofaktorji in za konformacijsko spremembo N-konca 
dela proteina med nastajanjem pore (Polekhina in sod., 2005). MACPF proteini kažejo 
večjo raznolikost C-končnega dela molekule: perforin ima epidermalnemu rastnemu 
faktorju (ang. epidermal growth factor, EGF) podobno domeno, ki ji sledi C2 domena. 
Slednja je pomembna za vezavo kofaktorjev in začetno interakcijo proteina z membrano. 
C8α (podenota komplementa C8) ima za EGF podobno domeno, trombospondin tip 1 
domeno, vendar ta ne sodeluje pri nastanku MAC (slika 2) (Rosado in sod., 2008). 
Pleurotolizin B se ne more vezati sam, temveč za to potrebuje interakcijo z dvema 
molekulama pleurotolizina A (Tomita in sod., 2004). CDC in MACPF se razlikujejo tudi v 
povezovalcu med MACPF/CDC domeno in C-koncem. Pri CDC je to β-zanka pri MACPF 
(vsaj pri Plu-MACPF) pa α-heliks (Kondos in sod., 2010). 
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Slika 3: Kristalne strukture nekaterih MACPF in CDC proteinov: osrednja β-ploskev je obarvana rdeče, α-
heliksi ki tvorijo transmembranske regije (ang. transmembrane helix, TMH) so rumeni, z zeleno sta 
poudarjena ohranjena glicinska ostanka na zavoju β-ploskev, ki omogočata njeno gibljivost, s svetlo modro 
so označeni ohranjeni heliksi, ki sledijo glicinskim ostankom, s temno modro je označena C-končnaa regija, 
ki je odgovorna za vezavo na tarčno membrano. (A) Perfringiolizin O, CDC protein iz bakterije Clostridium 
perfringens, temno modra je C-končna, imunoglobulinu podobna regija; (B) Perforin, na C-koncu je C2 
domena odgovorna za vezavo kofaktorjev in začetno interakcijo z membrano; (C) dvokomponentni MACPF 
protein iz glive Pleurotus ostreatus, moder pleurotolizin A, odgovoren za vezavo na tarčno membrano, 
pleurotolizin B pa za tvorbo pore; (D) podenota komplementa C8, C8α, ki služi kot osnova za polimerizacijo 
C9 v poro (Lukoyanova in sod., 2016). 
Kot že ime nakazuje, je za vezavo CDC preko C-konca na membrano potrebna prisotnost 
holesterola. Nekateri proteini poleg tega prepoznavajo receptorje na površini celic (npr. 
intermedilizin potrebuje CD59 receptorje). Pri nastanku prepore je konveksna stran β-
ploskve orientirana proti lumnu le te. Med konformacijsko spremembo pride do zravnanja 
β-ploskev in preoblikovanje α-heliksov (trans membranski heliks, ang. trans membrane 
helix, TMH1 in 2) ob MACPF/CDC domeni v amfipatične β-ploskve, ki sežejo čez 
membrano in tvorijo β-sodček. Za to je potreben nagib in ločitev MACPF/CDC domene od 
sosednjih struktur, kar jo premakne nad na membrano vezano Ig domeno. Pora se pri tem 
rahlo razširi in sesede (Lukoyanova in sod., 2016). 
 
Za večino MACPF proteinov mehanizem interakcije s tarčno membrano, kofaktorji in 
receptorji niso dobro poznani. Vendar je v osnovi zelo podoben mehanizmu nastanka pore 
CDC proteinov, pri katerih je tvorba pore dobro preučena (Lukoyanova in sod., 2016). 
Law in sodelavci (2010) so na primeru mišjega perforina raziskovali nastanek pore in 
konformacijske spremembe, ki se med tem dogajajo. Vezava štirih kalcijevih ionov na C2 
domeno omogoči interakcijo vodotopnega monomera z lipidi v membrani. Temu sledi 
oligomerizacija 19 do 24 molekul v preporo, ki zavzame obliko kroga ali polkroga. Za 
nastanek pore je prav tako potrebno preoblikovanje α-heliksov v β-ploskve, ki tvorijo β-
sodček z lumnom premera 13-20 nm (slika 3). V primeru perforina, ki ga najdemo v T 
limfocitih, to omogoča prehod serinskih proteinaz in sproži programirano celično smrt 
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ciljane celice. Toda v nasprotju s CDC se pora ne sesede, saj so transmembranske regije pri 
MACPF dvakrat daljše in sežejo čez membrano brez nagibanja β-ploskev (Lukoyanova in 
sod., 2016). Prvotno so predlagali, da so β-ploskve usmerjene nasprotno kakor pri CDC 
(Law in sod., 2010), kasneje pa se je izkazalo, da je orientacija pri obeh družinah proteinov 
enaka (Serna in sod., 2016). 
 
 
Slika 4: Konformacijske spremembe MACPF proteina ob tvorbi pore. (A) perforin kot topen monomer, (B) 
model pore z v membrano iztegnjenimi trans membranskimi heliksi, zdaj v obliki β-zanke. (C, D) shematični 
prikaz konformacijske spremembe monomera med tvorbo pore, (E) model (izsek) sesavljene pore s 
pogledom od zgoraj. MACPF domena z β-ploskvo je rdeča, sosednje regije trans membranskih helikov 
oranžne, epidermalnemu rastnemu faktorju podobna domena je zelena, C2 domena rumena, membrana je 
svetlo modra (Law in sod., 2010). MACPF – ang. membrane attack complex/ perforin, C2 – proteinska 
domena, ki se veže na tarčno membrano 
2.2 NEPROTEINSKI TOKSINI 
Poleg opisanih, so v nekaterih vrstah morskih vetrnic našli aktivne, nelitične snovi, z nizko 
molekulsko maso. V tkivu morskih vetrnic Anemonia viridis in Actinia equina je histamin. 
Iz vetrnice Bundosoma cangicum pa so izolirali bundozin (N-acilamino kislino) ter 
kaisaron (derivat purina) (Mahdokht in sod., 2015a) 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalje 
Preglednica 2:Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30 % akrilamid/bis-akrilamid, 19:1 Bio-Rad ZDA 
1,4-Ditiotreitol (DTT) Fluka Francija 
Agar Formedium VB 
Sephadex® G-50 (G50150) GE Healthcare VB 
Dikalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Kemika Hrvaška 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS), SOB-Medij Roth Nemčija 
Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8 ) Serva Nemčija 
2-Merkapto-etanol, 5-Sulfosalicilna kislina dihidrat, 
Ampicilin, Borova kislina, Glicin, Glikogen, Kalcein, 
Ponceau S, TEMED (N,N,N´,N'-
Tetrametiletilendiamin), Triton X-100, Trizma® base 
(2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol), Tween 20 
Sigma ZDA 
2-Propanol, Citrat monohidrat, EDTA 
(etilendiamintetraocetna kislina), Kalijev dihidrogen 
fosfat (KH2PO4), Natrijev dodecil sulfat (NaDS), 
Natrijev hidrksid (NaOH), Natrijev hidrogenfosfat 
(Na2HPO4) 
Natrijev klorid (NaCl), Ocetna kislina (CH3COOH), 
polietilen glikol (PEG) 20 000 




Acetonitril, nanašalni pufer za agarozno elektroforezo 
'DNA Gel Loading Dye', lestvice za agarozno 
elektroforezo 'FastRuler Middle Range DNA Ladder', 
'GeneRuler 1 kb DNA Ladder', 'GeneRuler 100 bp Plus 
DNA Ladder', lestvica za NaDS-PAGE 'Novex™ Sharp 
Pre-stained Protein Standard', nanašalni pufer za NaDS-
PAGE 'NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X)', pufra za 
NaDS-PAGE 'NuPAGE™ MES SDS Running Buffer 
(20X)', 'NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (20X)', 
nanašalni pufer za agarozno elektroforezo 'Orange DNA 
Loading Dye', lestvica za NaDS-PAGE 'PageRuler™ 
Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa', barvilo 
za NaDS-PAGE 'SimplyBlue™ SafeStain'  
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Aceton, Etanol (96 %, 100 %), Kloroform, Metanol Carlo Erba Italija 
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3.1.2 Raztopine in pufri 
Preglednica 3: Raztopine in pufri 
Pufer Sestava 
Barvilo Coomassie 0,1 % (m/V) Coomassie blue, 40 % (V/V) metanol, 
1 % (V/V) ocetna kislina 
Citrat-fosfatni pufer (0,05 M, pH 2,8) 0,05 M Citrat, 0,1 M Na2HPO4 
Eritrocitni pufer 0,13 M NaCl, 0,02 M Tris, pH 7,4 
Fosfatni pufer (0,1 M, pH 7,0) 6,15 % (V/V) 1 M K2HPO4, 3,85 % (V/V) 1 M 
KH2PO4, 0,2 M NaCl 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1 % (m/V) tripton, 0,5 % (m/V) kvasni ekstrakt, 
1 % (m/V) NaCl, 15 mg/mL agar 
NaDS elektroforezni pufer 3,03 % (m/V) Tris, 14,4 % (m/V) glicin, 1 % (m/V) 
NaDS) 
NaDS ločevalni gel, 10 % (1 mm) 2,5 mL akrilamid, 5,673 mL dH2O, 1,25 mL 3 M 
Tris, 67 µL 10 % NaDS, 500 µL 1,5 % APS, 10 µL 
1,5 % TEMED 
NaDS nanašalni gel  0,6 mL akrilamid, 3,538 dH2O, 1,5 mL 0,5 M Tris, 
60 µL 10 % NaDS, 300 µL 1,5 % APS, 6 µL 1,5 % 
TEMED 
Pufer za prenos na poliviniliden fluoridno (PVDF) 
membrano 
20 % (V/V) metanol, 1 % (V/V) NaDS 
Pufer za prenos na nitrocelulozno membrano 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % (V/V) NaDS, 
20 % (V/V) metanol 
Pufer za vezikle 140 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4 
Pufra za obratno fazo 1 % (V/V) TFA, 1 % (V/V) TFA v acetonitrilu 
Pufri za FPLC 0,02 M Tris, pH 8,0 (Pufer A1), 0,01 M Tris, pH 
7,4 (Pufer A2), 0,02 M Tris, 1 M NaCl, pH 8,0 
(Pufer B1), 0,01 M Tris, M NaCl, 1 M NaCl pH 7,4 
(Pufer B2), 2 M NaCl, 1 M NaOH, 20 % (V/V) 
etanol 
Pufri za pH meritev optimuma Eritrocitni pufer pH 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 
Raztopina za barvanje s Ponceau S (100x) 2 % (m/V) Ponceau S, 30 % (V/V) TCA, 30 % 
(V/V) sulfosalicilna kislina 
Raztopina za koncentriranje z dializno membrano 
in polietilen glikolom 
40 % (m/V) PEG 20000, 10 mM Tris, pH 7,4 
Raztopina za razbarvanje Coomassie in Sypro Red 7,5 % (V/V) ocetna kislina, 10 % (V/V) etanol 
Raztopina za razbarvanje PVDF membrane 
pobarvane z barvilom Coomassie 
50 % (V/V) metanol  
TBE 5,4 % (m/V) Tris, 2,7 % (m/V) borova kislina, 2 % 
(V/V) 0,5 M EDTA 
TBS-T 199 mM Tris, 3 M NaCl, 0,1 % (V/V) Tween-20, 
pH 7,4 
Tris 0,02 M, 0,05 M, pH 8,0 
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3.1.3 Kompleti 
Preglednica 4: Kompleti 
Komplet Proizvajalec Država 
Standard govejega serumskega albumina za 
določanje koncentracije proteinov 'Pierce™ 
Bovine Serum Albumin Standard Pre-
Diluted Set' (23208), standard za velikostno 
izključevalno kromatografijo (#1511901) 
Bio-Rad ZDA 
Komplet za obraten prepis RNA v cDNA 
'GeneRacer® Core Kit', komplet za barvanje 
NaDS-PAGE gela s srebrom 'SilverQuest™', 
komplet za obraten prepis RNA v cDNA 
'SuperScript® III RT' 
Invitrogen ZDA 
Kompleta za verižno reakcijo s polimerazo 
'Vent® DNA Polymerase', 'Q5® High-
Fidelity DNA Polymerase' 
New England Biolabs ZDA 
Komplet za ligacijo linearnih fragmentov 
DNA v plazmid pJET1.2/blunt 'CloneJET 
PCR Cloning Kit', Dnaza I (EN0521), 
temparaturno občutljiva alkalna fosfataza 
brez RNaz 'FastAP, Rnase-free', komplet z 
osnovno zmesjo za verižno reakcijo s 
polimerazo 'DreamTaq Green PCR Master 
Mix', komplet za izolacijo DNA iz 
agaroznega gela 'GeneJET Gel Extraction 
Kit', komplet za izolacijo plazmidov 
'GeneJET Plasmid Miniprep Kit', komplet za 
čiščenje linearnih fragmentov DNA 
'GeneJET PCR Purification Kit', komplet za 
obraten prepis RNA v cDNA 'High-Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit', komplet 
za določanje koncentracije proteinov 
'Pierce™ BCA Protein Assay Kit', Klenow 
fragment, komplet za verižno reakcijo s 
polimerazo 'Phusion DNA Polymerase', 
sredstvo za odstranjevanje RNaz 
'RNaseZap™' 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet za izolacijo RNA 'RNeasy Mini 
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3.1.4 Lipidi 
Preglednica 5: Lipidi, poudarjeni lipidi iz Sf9 predstavljajo večino lipidov v vzorcu.  
Lipid  Proizvajalec Država 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin (POPC), 
sfingomielin (prašičji možgani) (SM), holesterol, ergosterol, 7-
dehidroholesterol, lanosterol,  
Avanti Polar Lipids ZDA 
5-holesten-3-on Aldrich ZDA 
7-dehdrochlesterol BioChemika Nemčija 
Sf9 polarni lipidi : lizo-fosfatidilholin (lizo-PC), fosfatidilholin 
(PC), fosfatidiletanolamin (PE), sfingomielin (SM), ceramid 
fosfatidiletanolamin (Cer-PE), fosfatidilinozitol (PI) 
FKKT Slovenija 
SF9 nepolarni lipidi : lizofosfatidilholin (lizo-PC), fosfatidilholin 
(PC), fosfatidiletanolamin (PE), sfingomielin (SM), ceramid 
fosfatidiletanolamin (Cer-PE), fosfatidilinozitol (PI) 
FKKT Slovenija 
N-Acil-sfingosilfosforiletanolamin (CPE) Matreya ZDA 
Ergosterol, lanosterol, stigmasterol Sigma ZDA 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 6: Začetni oligonukleotidi 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 
Začetni oligonukleotid 




Oligo dT'  
5′-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)24-3′ 









MdTx-Nt-002 5'- CGCACGCGTGAYGARNNNGAYGARNNNGARNNNACN-3' 
MdTx-Nt-003 5'- CGCACGCGTGAYGARNNNGAYGARNNNGARNNNACN-3' 
MdTx-Nt-004 5'- CGCACGCGTGACGAANNNGACGAANNNGAANNNACA-3' 
MdTx-Nt-005 5'- CGCACGCGTNCANNNRAGNNNRAGYAGNNNRAGYAG-3' 
 
3.1.6 Plazmid 
pJET1.2/blunt, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
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3.1.7 Bakterijski sevi 





Preglednica 7: Encimi 
Encim Proizvajalec Država 
BglII Fermentas Kanada 
HincII Fermentas Kanada 
NcoI Thermo Fisher Scientific ZDA 
T4 DNA Ligaza Thermo Fisher Scientific ZDA 
XhoI Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
3.1.9 Laboratorijska oprema 
Preglednica 8: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
aparatura za agarozno elektroforezo  Amersham Pharmacia Biotech VB 
    elektroforezni aparat Mini submarine unit   
     usmernik EPS 1001   
aparatura za NaDS-PAGE in prens po western  Bio-Rad ZDA 
    elektroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra 
System   
    enota za prenos po westernu Mini Trans-Blot®    
    usmernik PowerPac 1000   
    usmernik PowerPac HC   
aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf Nemčija 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene VB 
avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
črpalka P-1 in frakcijski kolektor Frac-100 Pharmacia Švedska 
dializna membrana Spectra/Por Dialysis Membrane 
MWCO 6-8 000 Spectrum Laboratories ZDA 
Elvehjem-Potterjev homogenizator Tehtnica Jugoslavija 
FastDigest Buffer Thermo Fisher Scientific ZDA 
hladilnik +4 °C Gorenje Slovenija 
hladilnik -20 °C  Liebherr Nemčija 
 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 8: Laboratorijska oprema   
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
hladilnik -80 °C Ultra Low Sanyo Japonska 
kolona za ionsko izmenjevalno kromatografijo 
Mono Q™ 10/100 GL Pharmacia Švedska 
kolona za kromatografijo z ločevanjem po velikosti 
YMC-Pack Diol 120 YMC Japonska 
kolona za kromatografijo z obratno fazo Grace™ 
Alltech™ Vydac™ 214TP54 C4 Fisher Scientific ZDA 
koncentrator AmiconUltra-4  MWCO 10.000 Milipore ZDA 
kromatografski sistem za hitro ločevanje proteinov 
(FPLC) Äkta (P-920, UPC-900, Frac-900) GE Healthcare Velika Britanija 
kromatografski sistem za tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti (HPLC) Waters (1525, 2707, 
2998) Waters ZDA 
kromatografski sistem za tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti (HPLC) Waters (2690, 2475 FLR, 
2998 PDA) Waters ZDA 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
mikročitalec BioTek Cytation 3 Thermo Fisher Scientific ZDA 
mikročitalec Dynex MRX Dynex technologies ZDA 
mikročitalec Infinite® F Nano+ Tecan Trading AG Švica 
mikrotitrne plošče, črne, 96 jamic, ravno dno, Costar Fisher Scientific ZDA 
mikrotitrne plošče, PS, 96 jamic, ravno dno Greiner Bio-One Nemčija 
mikrotitrne plošče, UV, 96 jamic, ravno dno Greiner Bio-One Nemčija 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenja 
NC membrana Trans-Blot® Transfer Medium (0,45 
µm) Bio-Rad ZDA 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
PVDF membrana Immobilon-PSQ (0,2 µM) Merck Nemčija 
RNAlater™  Qiagen ZDA 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization 
water bath Stovall life sciences Inc. ZDA 
rotavapor R-134, V700 in vodna kopel B-480 Büchi Švica 
sistem za koncentriranje DNA miVac DUO 
concentrator Genevac SP Scientific ZDA 
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
spektrofotometer Shimadzu UV-2101 PC Shimadzu Japonska 
stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
tehtnica L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH Nemčija 
vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
vodna kopel Fisherbrand™ Isotemp™ Digital 
Control Water Baths: Model 215 Fisher Scientific ZDA 
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3.1.10 Morske vetrnice 
Liofiliziran material M. dianthus je s Škotske priskrbel Timotej Turk Dermastia. Vzorec M. 
senile za izolacijo RNA je nabral, shranil v raztopini RNAlater in poslal prof. Frithjofu C. 
Kuepperju s Škotske. Primerek A. mirabilis je v južnem Jadranu nabral prof. Tom Turk, 
homogenizirala pa Arijana Gajić. 
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3.2 METODE 
3.2.1 Homogenizacija liofiliziranega vzorca Metridium senile 
Liofiliziran material smo najprej stehtali, nato pa vseh 2,218 g prenesli v čašo z 78 mL 
destilirane vode in mešali z magnetnim mešalom v hladni sobi slabi dve uri. Čaša, v kateri 
je bil vzorec, je bila ves čas na ledu. 
 
Ko je bil vzorec rehidriran, smo ga homogenizirali z Elvenhajm-Potterjevim 
homogenizatorjem, tako, da smo z batom desetkrat prešli dolžino steklene posode z 
vzorcem. Pri tem je bila posoda na ledu. Homogenat smo nato 25 min centrifugirali pri 1 
200 rpm in 4 °C in delo nadaljevali s supernatantom.  
 
Nato smo preverili hemolitično aktivnost vzorca. Postopek je opisan v poglavju 3.2.13. 
3.2.2 Obarjanje proteinov  
S pomočjo acetona smo obarjali proteine iz supernatanta M. senile. V vodnem okolju so 
hidrofilne regije vodotopnih proteinov obdane z hidratacijskim plaščem, ki preprečuje 
interakcije med njimi. Z dodatkom organskega topila je nastanek hidratacijske plasti moten, 
zaradi česar se lahko ti proteini oborijo (Crowell in sod., 2013). Čašo z vzorcem smo 
postavili na led in vsebino v hladni sobi mešali z magnetnim mešalom. Po kapljicah smo 
dodajali ledeno hladen aceton toliko časa, da smo dosegli polovični volumen vzorca (40 
mL). Zmes smo centrifugirali pri 13000 g in 4 °C. Sediment smo resuspendirali v mrzli 
fiziološki raztopini, ponovili centrifugiranje in ga shranili (1. frakcija), supernatant pa 
uporabili za naslednje obarjanje z enakim volumnom acetona po istem postopku in 
ponovno centrifugirali z istimi nastavitvami. Sediment smo ponovno resuspendirali v mrzli 
fiziološki raztopini, ga centrifugirali in shranili (2. frakcija), supernatant pa še tretjič 
obarjali z isto količino acetona. Po zadnjem centrifugiranju smo sediment prav tako 
resuspendirali v mrzli fiziološki raztopini, ga centrifugirali in shranili (3. frakcija). Vse 
frakcije smo shranili na -20 °C. S testom hemolize (kot opisano v 3.2.13) smo preverili, 
katera frakcija je najbolj hemolitična. 
3.2.3 Tekočinska ionsko-izmenjevalna kromatografija za hitro ločevanje proteinov  
Princip ionsko-izmenjevalne kromatografije je sledeč; proteini tvorijo ionske pare s 
stacionarno fazo, ki ima ionsko izmenjevalna mesta. Ko višamo ionsko jakost elucijskega 
pufra, ioni v pufru tekmujejo za vezavna mesta na stacionarni fazi s proteini in jih pri 
določeni koncentraciji izpodrinejo. Ta je odvisna od kapacitete Sternovega potenciala 
(Okada, 1998). 
 
Z ionsko-izmenjevalno kromatografijo smo ločevali suspendirane proteine M. senile po 
obarjanju z acetonom, vzorec A. mirabilis pa smo pred tem ločevali še z gelsko 
kromatografijo (kot opisano spodaj, 3.2.7). Uporabili smo anionsko kolono MonoQ 10/100 
s kromatografskim sistemom Äkta. Pred nanosom smo vzorec čez noč dializirali proti 
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pufru A1 (M. senile) oziroma A2 (A. mirabilis) z dializno membrano SpectraPor (z 
izključitveno molekulsko maso (ang. molecular weight cut-off, MWCO) 6 – 8000) in ga 
centrifugirali 30 min pri 16000 g, 4 °C, za nanos na kolono smo uporabili supernatant. 
Postopek smo opravili po navodilih proizvajalca kolone (Pharmacia, Švedska), z večanjem 
gradienta soli, iz pufra A protu pufru B, 60 minut s pretokom 1 mL/min. Zbirali smo 
frakcije po 1 mL. 
 
Po čiščenju smo preverili hemolitično aktivnost frakcij (kot opisano 3.2.13), jih 
koncentrirali (glej 3.2.4) in z njimi nadaljevali delo. 
3.2.4 Koncentriranje vzorcev 
Med delom smo različne vzorce koncentrirali na različne načine glede na lastnosti vzorca. 
Koncentriranje vzorcev smo uporabili, ker so proteini bolj stabilni pri višjih koncentracijah 
(Biotechnology Training and Consulting, 2018), in za nadaljnje poskuse, kjer je bila 
potrebna dovolj visoka koncentracija. 
 
Vzorce, pri katerih smo ugotovili, da s to metodo ne prihaja do večjih izgub (večinoma M. 
senile), smo koncentrirali s kolonami AmiconUltra-4 z velikostjo por 10000 Da po 
navodilih proizvajalca (Pharmacia, Švedska). Centrifugirali smo 20 minut pri 7500 g in 
4 °C. 
 
S polietilen glikolom (PEG) (20000) smo koncentrirali tako, da smo 200 g PEG-a raztopili 
v 500 mL 10 mM Tris pufra, pH 7,4, nato pa skozi dializno membrano SpectraPor 
(MWCO 6 – 8000 Da) dializirali v raztopini toliko časa, da je koncentracija dosegla 
vrednost potrebno za nadaljnjo delo. 
 
Vzorce, ki niso bili temperaturno občutljivi (denaturirane proteine in DNA), smo 
koncentrirali s pomočjo koncetratorja MiVac pri temperaturi 35 °C toliko časa, da je 
koncentracija vzorca bila zadosti velika za nadaljnjo delo. 
 
3.2.5 Merjenje koncentracije proteinov z BCA reagentom 
V bazičnem okolju bakrovi ioni reagirajo s peptidnimi vezmi in tvorijo vijolično spojino. 
Barva le-te se spreminja proporcionalno s koncentracijo proteinov v reakciji. Glede na 
intenziteto barve lahko tako določimo koncentracijo proteinov (Smith in sod., 1985). 
 
Po navodilih proizvajalca (Pierce, ZDA) smo določili koncentracijo proteinov v vzorcu. Na 
mikrotitrsko ploščico smo odpipetirali 190 µL mešanice reagentov A in B (1:50) in 10 µL 
vzorca oziroma različnih koncentracij govejega serumskega albumina (BSA), ki smo ga 
uporabili za umeritveno krivuljo. Po 30 minutni inkubaciji na 37 °C smo na mikročitalcu 
izmerili absorbanco pri 560 nm.  
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3.2.6 Poliakrilamidna elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
Poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE) smo 
večkrat uporabili za določanje čistosti vzorca, za določanje velikosti proteinov v vzorcu in 
tudi kot način čiščenja proteinov. V prisotnosti denaturanta, ki prekine disulfidne vezi v 
proteinu in ob dodatku NaDS, ki se veže na proteine, se ti razvijejo v linearne verige z 
negativnim nabojem. V matriksu iz polimeriziranega akrilamida daljše verige potujejo 
proti anodi počasneje kot manjše, zaradi česar se proteini na NaDS-PAGE ločijo po 
velikosti njihovih molekulskih masah (Smith in sod., 1985).  
 
Najprej smo pripravili ločevalni gel in ga vlili v aparaturo za izdelovanje gelov. Ko se je ta 
strdil, smo čezenj dolili še nanašalni gel. Ko se je celoten gel strdil, smo ga vstavili v 
aparaturo za NaDS-PAGE elektroforezo. Za elektroforezo smo uporabljali pufre SDS, 
MES ali MOPS. Elektroforeza je potekala pri konstantni napetosti 180 V z začetnim tokom 
125 mA, 45 minut. Gele smo barvali z barvili SimplyBlue Safe Stain, QC Colloidal 
Coomasie Stain ali SilverQuest™ Silver Staining Kit po navodilih proizvajalcev (Thermo 
Fisher Scientific; Bio-Rad in Invitrogen, vsi proizvajalci iz ZDA). 
 
Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x), nekatere 
denaturirali s 5 minutnim segrevanjem pri 100 °C in/ali reducirali z dodatkom 0,1 M 
ditiotreitola (DTT), s čimer prekinemo tudi morebitne disulfidne vezi, ki bi lahko 
povezovale oligomere. 
3.2.7 Gelska kromatografija  
Gelska kromatografija je metoda, s katero ločujemo molekule po velikosti. Molekule, ki so 
prevelike, da bi vstopile v pore stacionarne faze, se sperejo z ničelnim volumnom, manjše 
pa se ujamejo v pore in potujejo dlje časa. Bolj, kot se ujemajo v pore, daljši je retencijski 
čas (Smith, 1998). 
 
Stekleno kolono dimenzij 120 x 2.5 cm smo napolnili z gelom Sephadex G-50, ki smo ga 
nabreknili z enournim kuhanjem v destilirani vodi in odzračili. Kolono smo prenesli v 
hladno sobo, kjer je potekalo vse nadaljnje delo. Kolono smo najprej sprali z enim 
volumnom destilirane vode in nato z dvema volumnoma pufra (10 mM Tris, pH 7,4). Pred 
nanosom vzorca A. mirabilis na kolono smo ga 10 min centrifugirali pri 15000 g in 4 °C. 
Ločba je potekala s pretokom 1 mL/min, zbirali smo frakcije po 5 mL. Absorbanco pri 280 
nm in hemolitično aktivnost (glej 3.2.13) frakcij smo izmerili na mikročitalcu (BioTek). 
3.2.8 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z ločevanjem po velikosti in 
obrnjeno fazo 
Za kromatografijo z ločevanjem molekul po velikosti (ang. size exclusion chromatography, 
SEC) smo uporabili kolono YMC-Pack Diol 120 in kromatografski sistem Waters (1525, 
2727, 2988). Kolono smo za ločbo pripravili in regenerirali po navodilih proizvajalca 
(YMC, Japonska). Na kolono smo nanašali različne volumne vzorca M. senile. Ločba je 
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potekala pri pretoku 0,5 mL/min. Vrhove smo zbirali v ločene frakcije volumnov med 100 
in 1000 µL. 
 
Pri kromatografiji z obrnjeno fazo (ang. reverse phase chromatography, RP) se molekule 
vežejo na nepolarno stacionarno fazo, hidrofobne molekule se vežejo, hidrofilne pa sperejo. 
Med spiranjem kolone manjšamo polarnost mobilne faze, kar postopoma oslabi jakost 
vezave vezanih molekul, dokler se te v določenem zaporedju ne sperejo s kolone (Howard 
in Martin, 1950). 
 
Kromatografijo z obrnjeno fazo smo izvedli v koloni Vydac™ 214TP54 in 
kromatografskim sistemom Waters (2690, 2475 FLR, 2998 PDA). Priprava in regeneracija 
kolone je potekala po navodilih proizvajalca (Fisher Scientific, ZDA). Ločevanje je 
potekalo s pretokom 1 mL/min in programom, predstavljenim v spodnji preglednici 
(preglednica 9). Vrhove smo zbirali v ločene frakcije z volumni med 100 in 1000 µL. 
 
Preglednica 9: Program kromatografije z obratno fazo  
Čas [min] delež vode (%) Delež acetonitrila (%) 
5 95 5 
5-45 95 5 
 10 90 
45-60 10 90 
 
3.2.9 Prenos western 
Za namen aminokislinskega sekvenciranja N-končnega zaporedja smo proteine prenesli na 
poliviniliden fluoridno (PVDF) membrano. Uporabili smo aparaturo Mini Trans-Blot 
Electrophoretic Transfer Cell. NaDS-PAGE gel smo pripravili, kot je opisano zgoraj (glej 
poglavje 3.2.6). Prenos smo izvedli po navodilih (Bio-Rad, ZDA) v pufru za prenos 
western, 90 min pri 150 mA. Po prenosu smo membrano barvali s 30 sekundnim 
namakanjem v barvilu Coomassie, izrezali želeno liso, jo razbarvali s 50 % metanolom in 
sprali z destilirano vodo. 
 
Da bi pripravili vzorce za določanje molekulske mase z ionizacijo v matriksu z desorpcijo 
z laserjem in masnim analizatorjem preleta (MALDI-TOF), smo ga prenesli na 
nitrocelulozno (NC) membrano. Uporabili smo isto aparaturo za prenos kakor pri prenosu 
na PVDF membrano. Prenos je potekal v pufru za prenos na NC membrano pri 15 °C, 200 
mA, 2 uri. Po prenosu smo membrano sprali v pufru TBS-T in jo obarvali v barvilu 
Ponceau S. Ko smo izrezali želeno liso, smo membrano razbarvali z destilirano vodo. Nato 
smo jo raztopili v acetonu (90 µL acetona/ 4 mm2 membrane) s 30 minutnim stresanjem na 
sobni temperaturi. Ko se je membrana raztopila, smo supernatant odstranili, sediment s 
proteinom pa posušili na zraku.  
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3.2.10 Aminokislinsko sekvenciranje N-konca proteina 
Vzorec, pripravljen po opisanem postopku (glej poglavje 3.2.9), smo analizirali z 
aminokislinskim  sekvenatorjem (Applied Biosystems, Model 492 Procise Protein 
Sequencing System, VB) z Edmanovo razgradnjo (Pehr, 1950). 
3.2.11 Test permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov 
Za test permeabilizacije smo pripravili majhne unilamelarne vezikle (ang. small 
unilamellar vesicels, SUV) iz sledečih kombinacij lipidov: SM:Hol, POPC:Hol, SM:POPC 
(vsi v molarnem razmerju 1:1,); CPE:Hol:POPC (v molarnem razmerju 1:49.5:49.5, 
20:40:40 in 40:30:30) in vezikle, sestavljene iz posameznih lipidov: POPC, β-sitosterol, 
ergosterol, stigmasterol, 7-dehidroholesterol, 5-holesten-3-on in lanosterol.  
 
Posušene lipide hranjene na -80 °C smo posamič zatehtali v steklenih vialah in jih raztopili 
v kloroformu do koncentracije 5 mg/mL. Te raztopine smo v kombinaciji ali posamič 
prenesli v vakuumske bučke ter jih 3 ure sušili na rotavaporju. Lipidne filme smo 
rehidrirali z dodatkom 70 mM kalceina v pufru za vezikle in jih s steklenimi kroglicami 
stresali na vibracijskem stresalniku. Tako smo dobili multilamelarne vezikle (ang. 
multilamellar vesicels, MLV), ki smo jih nato sonicirali (30 min, pulz 10 s on in 10 s off, 
amplituda 40 %) v ledeni kopeli. Suspenzijo tako pripravljenih SUV-ov smo še 
centrifugirali (13000 g, sobna temperatura), da smo sedimentirali ostanke delcev titana iz 
sonde. Odvečnega kalceina smo se znebili s filtracijo skozi kolono (6,5 x 1 cm) napolnjeno 
z gelom Sephadex G-50, kjer smo vezikle spirali z dvema volumnoma kolone s pufrom za 
vezikle. 
 
Sproščanje kalceina smo merili na mikročitalcu s črnimi mikrotitrskimi ploščami na sobni 
temperaturi. Plošče smo pred uporabo 30 min inkubirali z 0,1 % govejega serumskega 
albumina (BSA) (m/V). Redčitve različnih veziklov smo med seboj uskladili tako, da smo 
ob dodatku 1 mM detergenta Triton X-100 primerjali maksimalne vrednosti fluorescence 
posameznih veziklov. Redčitve smo prilagodili tako, da je bila maksimalna fluorescenca 
pri vseh veziklih približno enaka. V jamice smo dodali 190 µL veziklov in 10 µL vzorca. 
Jamice smo obsevali z ekscitacijsko svetlobo valovne dolžine 485 nm in merili emitirano 
svetlobo valovne dolžine 538 nm. Merili smo 60 min z najkrajšim možnim intervalom med 
meritvami in stresanjem (1 s, 1 mm linearno) med vsakim ciklom meritev. Delež 
sproščenega kalceina smo izračunali po enačbi (1), kjer je R (%) delež sproščenega 
kalceina, F intenziteta emitirane svetlobe, Fmin minimalna fluorescenca (fluorescenca 
samih veziklov, brez dodatka proteinov) in Fmax maksimalna fluorescenca (po dodatku 
detergenta ali ob popolni permeabilizaciji s proteinom). 
 
R = (F-Fmin)/(Fmax-Fmin) x 100      … (1) 
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3.2.12 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov 
S testom sedimentacije multilamelarnih veziklov (MLV) smo preverili vezavo proteinov na 
MLV (Wijesinghe in Stahelin, 2016), sestavljene iz POPC:Hol, SM:Hol (oboji 1:1), POPC 
in lipidov izoliranih iz celic Sf9 (polarni in nepolarni lipidi). MLV smo pripravili po zgoraj 
opisanem postopku (glej 3.2.11), z izjemo tega, da smo posušene lipidne filme rehidrirali 
samo v pufru za vezikle, brez kalceina. Veziklom smo dodali enak volumen proteinov s 
koncentracijo 0,5 mg/mL in jih 30 min inkubirali na sobni temperaturi na stresalniku s 600 
obrati na minuto. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 1 uro pri 60000 g in 4 °C. Nato 
smo supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko, sediment pa shranili za nanos na 
NaDS-PAGE gel. Proteine v supernatantu smo oborili z dodatkom 100 % triklorocetne 
kisline, tako, da je bila končna koncentracija 25 %. Sledila je 10 minutna inkubacija na 
ledu, nato smo vzorec centrifugirali (12 min, 16000 g, 4 °C). Supernatant smo odstranili in 
sediment dvakrat sprali z ledeno hladnim acetonom (prvič s 300, drugič z 200 µL acetona). 
Po vsakem spiranju smo vzorec 5 min centrifugirali (s 13200 rpm, 4 °C). Vzorec smo 
pustili, da je aceton izhlapel in ga hkrati s sedimentiranimi MLV-ji nanesli na NaDS-
PAGE gel (glej poglavje 3.2.6), da smo preverili, v katerem vzorcu je protein. 
3.2.13 Test hemolize in pH optimum  
Za ugotavljanje optimalnega pH hemolize smo pripravili serijo pufrov z različnimi pH 
vrednostmi in izmerili hemolitični učinek vzorca v vsakem izmed teh pufrov. Za ta 
postopek smo goveje eritrocite, shranjene na 4°C centrifugirali 5 min pri 2500 rpm, odlili 
supernatant in sedimentirane eritrocite po istem postopku spirali v pufru za eritrocite, 
dokler supernatant ni bil popolnoma bister. Takrat smo eritrocite resuspendirali v željenem 
volumnu pufra za eritrocite in jih na spektrofotometru umerili na absorbanco 0,5 pri 
valovni dolžini 700 nm. Za slepi vzorec smo uporabili eritrocitni pufer. Za test hemolize 
smo v 3 mL eritrocitov v kiveti dodali 150 µL vzorca in merili navidezno absorpcijo. 
Meritev smo ponovili tudi s citrat-fosfatnim pufom.  
Test hemolize smo uporabljali še večkrat za potrjevanje prisotnosti toksina v vzorcu in 
opredelitev lastnosti le-tega. Pri uporabi čitalca mikrotitrnih plošč za določanje hemolitične 
aktivnosti smo absorbanco merili pri 560 nm, v vsaki jamici na mikrotitrni plošči pa 
zmešali 190 µL eritrocitov in 10 µL vzorca.  
3.2.14 Testiranje temperaturne stabilnosti proteinov 
Stabilnost proteinov smo izmerili z napravo Prometheus NT.48 (NanoTemper 
Technologies, ZDA). Meritev je potekala v razponu od 20 do 95 °C s stopnjo segrevanja 
1 °C na minuto. 
3.2.15 Izolacija RNA, odstranitev DNA in prepis RNA v cDNA 
Tkivo oralnega diska in tentaklov M. senile, ki je bilo takoj po odvzemu vetrnic iz morja 
shranjeno v raztopini RNAlater™, smo zamrznili in zdrobili v tekočem dušiku. Za 
izolacijo smo uporabili 30 mg takšnega materiala, ki smo ga najprej po priloženih 
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navodilih proizvajalca (Qiagen, ZDA) homogenizirali s kompletom QIAshredder. RNA 
smo izolirali s kompletom RNeasy Mini Kit po navodilih proizvajalca (Qiagen, ZDA), pri 
čemer smo pufru RLT dodali 12,5 M 2-merkapto-etanol (10 µL/ 1 mL pufra RLT). Kolono 
smo sprali z dvakrat po 30 µL vode brez RNaz. Integriteto izolirane RNA smo preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo (glej poglavje 3.2.16). Koncentracijo in čistost (razmerje 
absorbanc 260/280 in 260/260 nm) smo izmerli s spektrofotometrom Nanodrop. 
V naslednjem koraku smo iz izolirane RNA z DNazo I brez RNaz odstranili DNA, pri tem 
smo sledili navodilom proizvajalca (Thermo Scientific, ZDA). V 10 µL reakciji smo 
uporabili 500 ng RNA. Po končanem postopku, smo vzorec ohladili na ledu, ga 5 min 
segrevali na 80 °C (denaturacija encima) in ponovno ohladili ter nadaljevali z obratno 
transkripcijo. 
Zaradi nepopolnosti kompletov, smo za obratno transkripcijo uporabili kompleta High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, ZDA) in GeneRacer™ 
Core Kit s SuperScript™ III RT (Invitrogen, ZDA). Pripravili smo dve reakciji, vsako z 
drugo obratno transkriptazo. Kako so bile reakcije sestavljene, je prikazano v spodnji 
preglednici (preglednica 10). Pred uporabo smo začetne oligonukleotide GeneRacer™ 
Oligo dT 5-krat redčili z vodo brez nukleaz.  
 
Preglednica 10: Sestava reakcij za obratno transkripcijo RNA iz vzorca M. senile, z zeleno so označene 
komponente, ki pripadajo kompletu High-Capacity cDNA Reverse Transcription, z rumeno kompletu 
GeneRacer™ Core Kit in modro kompletu SuperScript™ III RT. 
Komponenta reakcije Volumen (µL) 
Obratna transkriptaza (MultiScribe® ali 
SuperScript™ III 
1 
10x naključni začetni oligonukleotidi za 
obratno transkripcijo 
1 
10x Pufer za obratno transkripcijo  2 
25x ekvimolarna mešanica deoksi 
nukleozid trifosfatov 
1 
Inhibitor RNaz RNaseOut™ 1 
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Nadaljevanje Preglednice 10: Sestava reakcij za obratno transkripcijo RNA iz vzorca M. senile 
0.1 M DTT 1 
Začetni oligonukleotidi 'Oligo dT' 0.3 
Izolirana RNA 10 
 
Obratno transkripcijo smo izvedli na aparaturi za PCR po naslednjem programu 
(preglednica 11). 
 
Preglednica 11:Program za obratno transkripcijo izolirane RNA iz vzorca M. senile v cDNA z obratnima 
transkriptazama MultiScribe oziroma SuperScript RT III. 









3.2.16 Agarozna gelska elektroforeza 
Med delom smo agarozno gelsko elektroforezo večkrat uporabili za preverjanje intergritete 
in velikosti RNA, za ugotavljanje velikosti DNA fragmentov ter uspešnosti restrikcijskih in 
ligacijskih reakcij. Uporabljali smo 1 % (m/V) gel, ki smo ga pripravili tako, da smo 
agarozo s segrevanjem v mikrovalovni pečici raztopili v pufru TBE. Ko se je raztopina 
ohladila vsaj do 43 °C (da nebi poškodovali plastičnega nosilca za vlivanje gelov), smo 
dodali etidijev bromid (0,025 ng/mL), jo razlili na nosilec z glavničkom in počakali, da se 
strdi. Po potrebi smo pred nanosom vzorcem dodali nanašalni pufer. Elektroforeza je 
potekala pri stalni napetosti 6 V/cm za RNA oziroma 11 V/cm za DNA. 
3.2.17 Bioinformatska analiza MACPF proteinov morskih vetrnic iz izdelava 
začetnih oligonukleotidov 
V podatkovni zbirki UniProt (EMBL-EBI) (UniProt Consortium, 2017) smo poiskali 
aminokislinska zaporedja toksinov z MACPF/CDC domeno iz morskih vetrnic P. semoni 
in A. villosa (Q76DT2, P58912 in P58911). Zaporedja smo nato poravnali z orodjem 
Clustal Omega (EMBL-EBI) (Goujon in sod., 2010) in poiskali najbolj ohranjene regije v 
primarni zgradbi teh proteinov. Te regije in N-konec proteina smo nato obratno prepisali v 
nukleotidno zaporedje s Sequence Manipulation Suite (SMS) (Stothard, 2000). Ta s 
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pomočjo NCBI (U.S. National Library of Medicine US, Bethesda, MD, ZDA,1988) poišče 
dosedanje vnose nukleotidnih zaporedji genov želenega organizma v bazo podatkov in 
preračuna frekvenco kodonov za posamezno aminokislino. Glede na tako pridobljeno 
nukleotidno zaporedje, smo v orodju Benchling (Benchling, 2014) zasnovali začetne 
oligonukleotide za verižno reakcijo s polimerazo. 
3.2.18 Verižna reakcija z polimerazo (PCR) in kloniranje produktov v vektor 
pJET1.2/blunt 
Pripravili smo 50 µL PCR reakcije z različnimi kombinacijami začetnih oligonukleotidov 
(preglednica 12). Sestava reakcij je prikazana v preglednici 14. Zaradi nespecifičnosti 
začetnih oligonukleotidov smo izvedli PCR s padajočo temperaturo prileganja (preglednica 
15). 
 
Preglednica 12: Kombinacije začetnih oligonukleotidov v posamezni verižni reakciji s polimerazo, kjer smo 
kot matrico uporabili cDNA iz vzorca M. senile V prvem stolpcu je prikazana zaporedna številka reakcije, v 
drugem in tretjem pa začetna oligonukleotida uporabljena v vsaki reakciji.  
Reakcija Začetni oligonukleotid 1 Začetni oligonukleotid 2 
1 GeneRacer™ 3 MAC-first-forward-005 
2 GeneRacer™' 3 MAC-second-forward-005 
3 GeneRacer™ 3 MAC-Ntf-001 
4 MAC-first-forward-005 MAC-second-reverse-005 
5 MAC-Ntf-001 MAC-second-reverse-005 
6 GeneRacer™ 3 MAC-second-reverse-005 
7 MdTx-Nt-002 GeneRacer™ 3 
8 MdTx-Nt-003 GeneRacer™' 3 
9 MdTx-Nt-004 GeneRacer™ 3 
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Preglednica 13: Sestava reakcij za verižno reakcijo z polimerazo (Vent) za pomnoževanje cDNA iz vzorca M. 
senile 
Komponenta Volumen [µL] 
Polimeraza Vent  1 
cDNA 0.5 
Začetni oligonukleotid 1 1 
Začetni oligonukleotid 2 1 
H2O 38.5 
10X pufer za verižno reakcijo s 
polimerazo Vent 'ThermoPol' 
5 





Preglednica 14: Program uporabljen za verižno reakcijo s polimerazo Vent za pomnoževanje cDNA iz vzorca 
M. senile 
Korak T [°C] t [s] Število ciklov 
Začetna denaturacija 94 120 1 
Denaturacija 94 30 5 
Podaljševanje 72 50  
Denaturacija 94 30 5 
Podaljševanje 70 50  
Denaturacija 94 30  
Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
70* 30 25 
Podaljševanje 72 50  
Končno podaljševanje 72 600 1 
Ustavitev 4 ∞ 1 
 
Produkte PCR reakcij smo analizirali z agarozno elektroforezo. Tistega, ki je bil najbolj 
obetajoč, smo iz gela izrezali in očistili s kompletom GeneJET Gel Extraction Kit glede na 
navodila proizvajalca (Thermo Scientific, ZDA). Očiščenemu fragmentu smo otopili konce 
in ga vstavili v plazmid pJET1.2/blunt z uporabo kompleta CloneJET PCR Cloning Kit po 
navodilih proizvajalca (Thermo Scientific, ZDA). 
3.2.19 Priprava kompetentnih celic 
Trajno kulturo celic DH5α (za te celice smo se odločili, ker nimajo nekaterih popravljalnih 
mehanizmov za DNA (mutacija recA1 onemogoči aktivnost rekombinaze, zaradi česar ne 
pride do homologne rekombinacije), kar poveča stabilnost vnesene DNA. Primerne so tudi 
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za izolacijo plazmidov zaradi odsotnosti endonukleaze EndA (mutacija endA1), ki bi 
drugače lahko razgradila vstavljeni plazmid), shranjenih na -80 °C, smo precepili na trdno 
LB gojišče in inkubirali čez noč na 37 °C. Eno kolonijo smo precepili v 3 mL tekočega LB 
gojišča in čez noč stresali na 37 °C. En mL te kulture smo nato prenesli v 50 mL tekočega 
gojišča SOB in ponovno stresali na 37 °C, dokler OD600 ni dosegel vrednosti 0,35. Nato 
smo kulturo prelili v ohlajeno 50 mL plastično centrifugirko in inkubirali na ledu 10 minut. 
Celice smo nato sedimentirali s centrifugiranjem (2700 rpm, 4 °C, 10 min) in odlili 
supernatant. Celice smo nato resuspendirali v ledeno hladni raztopini MgCl2-CaCl2 in 
ponovili centrifugiranje pri istih pogojih, odlili supernatant in celice resuspendirali v pufru 
za kompetentne celice. Resuspendirane celice smo porazdelili v mikrocentrifugirke, jih 
zmrznili v tekočem dušiku in shranili na -80 °C. 
3.2.20 Pomnoževanje in izolacija plazmidov 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v pripravljene (glej poglavje 3.2.19), na -80 °C 
shranjene kompetentne celice E. coli DH5α. Desetim µL ligacijske mešanice smo dodali 
50 µL kompetentnih celic DH5α in jih 15 min pustili na ledu. Nato je sledila 75 sekundna 
inkubacija na 42 °C ter 2 minuti ohlajanja na ledu. Po tem smo dodali 400 µL tekočega 
gojišča LB ali SOB in jih 50 minut stresali (250 rpm) na 37 °C. Celice smo nato 
sedimentirali s centrifugiranjem (5 min, 10000 rpm na sobni temperaturi) in odlili večino 
supernatanta. Sedimentirane celice smo resuspendirali v supernatantu, ki ga nismo odlili in 
jih nanesli na trdo LB gojišče z ampicilinom (100 µg/mL gojišča) ter ga čez noč inkubirali 
na 37 °C. 
 
Vsako od zraslih kolonij smo precepili na svojo LB Amp ploščo ter jih ponovno inkubirali 
čez noč na 37 °C. Iz teh plošč smo po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) s kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit izolirali plazmide. Uspešnost ligacije 
in orientacijo inserta v plazmidu smo preverili s setom restrikcijskih encimov BglII, 
katerega prepoznavno zaporedje leži na obeh straneh mesta za kloniranje plazmida 
pJET1.2. Encim XhoI reže samo na eni strani mesta za kloniranje, medtem ko encim 
HincII deluje na zaporedje, ki leži na začetnem oligonukleotidu GeneRacer™ 3. 
Reakcijska mešanica je bila sestavljena iz 5 µL izoliranega plazmida, 0,7 µL zelenega 
FastDigest pufra in 0,5 µL vsakega restrikcijskega encima (BglII v svoji reakciji, XhoI in 
HincII skupaj). Reakcijske mešanice smo 15 minut inkubirali na 37 °C in mešanice 
analizirali z agarozno elektroforezo (glej 3.2.16) Plazmid smo nato poslali na 
sekvenciranje (Microsynth, Švica, barcode economy run). 
3.2.21 Statistične metode 
Podatke smo uredili v programu Microsoft Excel (2016) in obdelali v programu R. 
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4 REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA HEMOLITIČNEGA PROTEINA IZ MORSKE VETRNICE M. 
SENILE 
4.1.1 Ionsko izmenjevalna kromatografija 
Z acetonom oborjene frakcije, ki so imele hemolitično aktivnost, smo ločili z anionsko 
kolono s sistemom FPLC in preverili hemolitično aktivnost posameznih frakcij. Aktivnost 
smo zaznali v frakcijah 10-13, ki obsegajo tri vidne vrhove (Slika 5). Te frakcije smo 
združili in nanesli na NaDS-PAGE, pred čimer smo jih tudi reducirali oziroma denaturirali. 
Pri nativnem proteinu je vidna lisa pri 55 kDa, za katero predvidevamo, da je 
metridiolizinu podoben protein. Pri reduciranem vzorcu ta lisa izgine, lahko pa zaznamo 
lisi pri približno 25 kDa in nad 35 kDa. Pri vzorcih, ki sta bila denaturirana, oziroma 
denaturirana in reducirana, lahko spet opazimo liso pri približno 55 kDa, vendar malo višje 
kot pri nativnem vzorcu, opazni sta tudi lisi pri ~25 in 35 kDa, tako kot pri reduciranem 




Slika 5: Kromatogram čiščenja vzorca M. senile z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Na horizontalni osi je 
prikazan elucijski volumen (mL), na vertikalni delež 1 M NaCl, z modro krivuljo je prikazana absorbanca pri 
280 nm, rdeče oznake na vodoravni osi prikazujejo meje med zajetimi frakcijami, z modrim poljem so 
označene frakcije s hemolitično aktivnostjo. 
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Slika 6: NaDS-PAGE hemolitičnih frakcij vzorca M. senile po čiščenju z anionsko kolono. V jamici 1 je 
denaturirani vzorec, v jamici 2 je denaturirani in reducirani vzorec, v tretji je vzorec samo reduciran, v 
zadnjih dveh pa je nativni vzorec. Z modrim okvirjem so poudarjene lise pri 25 in 35 kDa v obdelanih 
vzorcih, z zelenim lisa pri približno 20 kDa v vzorcu 1, ki je mogoče hemolitično aktiven protein, z belim lisa 
pri 55 kDa pri nativnih vzorcih, za katero predvidevamo, da je metridiolizinu podoben protein. Ob straneh je 
lestvica z označenimi velikostmi molekulskih mas standardov. 
4.1.2  Gelska kromatografija  
Aktivne frakcije, očiščene z ionsko izmenjevano kromatografijo, smo nato očistili s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti in ponovno preverili hemolitično aktivnost 
frakcij (to so bile 5, 6 in 7), ki so obsegale dva vidna vrhova (Slika 7). Pred ločbo smo 
pufer zamenjali s fosfatnim pufrom, saj je glede na navodila proizvajalca kolone (YMC, 
Japonska) bil primernejši od Tris pufra. Preverili smo tudi hemolitično aktivnost 
kombinacij teh frakcij, vendar med njimi ni bilo razlike v aktivnosti. Po ločbi smo vsako 
frakcijo posebej analizirali z NaDS-PAGE. Pri vseh treh aktivnih frakcijah in samo pri teh 
treh, je prisotna lisa pri 55 kDa, vendar vzorec ni popolnoma čist, saj lahko opazimo 
prisotnost tudi drugih lis (Slika 8). 
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Slika 7: Kromatogram z anionsko kolono očiščenega vzorca M. senile po ločevanju po velikosti, na 
horizontalni osi je prikazan čas v minutah, na vertikalni  absorbcija pri 280 nm, z oštevilčenimi označbami na 
kromatogramu je prikazano, kako so bile zajete posamezne frakcije, s sivim okvirjem so označene tiste, ki so 
bile aktivne (6-7). AU- arbitrarna enota 
 
 
Slika 8: NaDS-PAGE frakcij vzorca M. senile ločenih na koloni za ločevanje po velikosti, vsaka frakcija je v 
svoji jamici, kot so označene s številkami. Z okvirjem so poudarjene lise pri približno 55 kDa v aktivnih 
frakcijah. Na desni je lestvica z označenimi molekulskimi masami posameznih lis. 
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4.1.3 Fizikalno kemijska karakterizacija hemolitičnega vzorca M. senile 
4.1.3.1 pH optimum hemolize 
Hemolizo govejih eritrocitov smo izmerili pri različnih pH vrednostih in analizirali čas, ki 
je bil pri vsakem pH potreben za zmanjšanje optične gostote eritrocitov za polovico. 
Izvedli smo enosmerno analizo varianc in Newman-Keuls-ov posthoc test z intervalom 
zaupanja 0,95. Aktivnost je bila največja med pH vrednostnima 5,0 in 6,0, medtem ko je 
bila aktivnost v bazičnem precej manjša, z naraščanjem pH vrednosti se je premo 
sorazmerno zmanjševala. Nad vrednostjo pH 8,0 pa hemoliza ni več potekala. (Slika 9). 
 
 
Slika 9: pH optimum hemolize govejih eritrocitov za vzorec M. senile. Na grafu je prikazan 1/t50 glede na pH 
vednost, pri kateri je potekala hemoliza. S črkami je prikazana statistično značilna različnost med vrednostmi 
1/t50 pri posamezni pH vrednosti, ista črka pomeni, da med povprečji ni statistično značilne razlike. Z 
intervali napake je prikazana standardna napaka. odtenek točk dodatno ponazarja hitrost hemolize, temnejši 
odtenek rdeče pomeni, da je bil t50 daljši (p<0,05, n=3). 
4.1.3.2 Temperaturna stabilnost  
Temperaturno stabilnost vzorca smo izmerili s pomočjo spremembe razmerja oddane 
svetlobe (fluorescence) triptofana pri 330 in 350 nm valovne dolžine (Slika 10), do katere 
pride med razvitjem proteina. Razvitje se začne že takoj po začetku meritev, pri 21 °C. Do 
približno štiridesetih stopinj je vzorec relativno stabilen, čemur sledi hitro razvitje do 
temperature tališča pri 69 °C. Prikazana krivulja je povprečje šestih meritev. 
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Slika 10: Temperaturna stabilnost vzorca hemolitičnega proteina iz M. senile. Na vodoravni osi je prikazana 
temperatura, na navpični pa razmerje med absorbancama pri 350 in 330 nm. Denaturacija vzorca se začne že 
kmalu po pričetku meritve, pri 21 °C, vzorec je dokaj stabilen do štiridesetih stopinj celzija, čemur sledi hitra 
denaturacija do temparature tališča pri 69 °C. Z zeleno ovojnico je prikazana standardna napaka, z 
navpičnima pikčastima črtama povprečna temperatura začetka razvitja proteina (leva črta) in temparatura 
tališča (desna črta), z vijoličnima okvirjema je prikazan 0,95 interval zaupanja za ti dve temperaturi (n=6). Tm 
– temparatura tališča. 
4.1.3.3 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov  
S testom sedimentacije MLV-jev smo z NaDS-PAGE preverili specifiko vezave vzorca na 
različne lipidne vezikle MLV. Pri SM:Hol, POPC in polarnih lipidih Sf9 je lisa vidna pri 
vzorcu s sedimentom (zelo šibka) in tudi vzorcu supernatanta, iz česar lahko sklepamo, da 
je prišlo vsaj do delne vezave na te vezikle (Slika 11). 
 
 
Slika 11: Test sedimenacije multilamelarnih veziklov z vzorcem M. senile. Vezikli so blili sestavljeni iz: 
sfingomielin:holesterol, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin:holesterol (v molarnem razmerju 
1:1), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin, polarni ter nepolarni lipidi iz klonskega izolata celic 
Sf21 Spodoptera frugiperda. Pod vsako jamico na NaDS-PAGE je prikazana sestava veziklov, 'su' pomeni 
supernatant, 'se' pa sediment. Če je lisa v supernatantu, do vezave ni prišlo, če je v sedimentu pa lahko 
sklepamo na vezavo proteina na vezikle. SM- sfingomielin, Hol – holesterol, POPC - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilholin, Sf9- iz klonski izolat celic Sf21 Spodoptera frugiperda. 
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4.1.3.4 Test permeabilizacije s kalceinov napolnjenih majhnimi unilamelarnimi veziklov 
S testom permeabilizacije s kalceinom napolnjenih veziklov smo preverili vezavo in 
sposobnost permeabilizacije membran veziklov. Pri vseh testiranih veziklih je prišlo do 
sproščanja kalceina. Rezultate smo analizirali z enosmerno analizo variance in Newman-
Keuls-ovim posthoc testom z intervalom zaupanja 0,95 (Slika 12). 
 
 
Slika 12: Permeabilizacija s kalceinom napolnjenih majhnih unilamelarnih veziklov sestavljenih iz 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin:holesterol, sfingomielin:holesterol, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilholin:sfingomielin (vsi v molarnem razmerju 1:1) in 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilholin z vzorcem iz M. senile. Na navpični osi je prikazano relativno sproščanje kalceina iz 
posameznih veziklov. Z intervali napake je prikazana standardna napaka, črke prikazujejo statistično značilno 
različnost med posameznimi vezikli (p<0,05, n=3). SM- sfingomielin, Hol – holesterol, POPC - 1-palmitoil-
2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
4.1.3.5 Sekvenciranje N-konca  
Po prenosu western smo liso pri 55 kDa sekvencirali z Edmanovo razgradnjo in pridobili 
aminokislinsko zaporedje N-konca dela proteina izpisno spodaj. Z orodjem blastp nismo 
našli ujemanja z kakšnim MACPF/CDC proteinom.  
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
D E/T X D E X E X T 
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4.2 PRIDOBIVANJE mRNA ZAPOREDJA HEMOLITIČNEGA PROTEINA M. 
SENILE 
4.2.1 Verižna reakcija z polimerazo 
Po tem ko smo izolirali celokupno RNA iz vzorca, shranjenega v raztopini RNAlater, jo 
obdelali z DNazo I brez RNaz in izvedli obratno transkripcijo, smo izvedli verižno reakcijo 
s polimerazo in rezultate analizirali na agaroznem gelu. Kombinacije začetnih 
oligonukleotidov, kot si sledijo na gelu od 1 do 6 so GeneRacer™ 3' + MAC-first-forward-
005, GeneRacer™ 3' + MAC-second-forward-005, GeneRacer™ + MAC-Ntf-001, MAC-
first-forward-005 + MAC-second-reverse-005, MAC-Ntf-001 + MAC-second-reverse-005 
in GeneRacer™ 3'+ MAC-second-reverse-005. (Slika 13). 
 
 
Slika 13: Pomnožki verižne reakcije s polimerazo (Taq) vzorca cDNA iz M. senile na agaroznem gelu, v 
jamicah od 1 do 6 so pomnožki s kombinacijami začetnih oligonukleotidov kot si sledijo GeneRacer™ 3+ 
MAC-first-forward-005, GeneRacer™ 3 + MAC-second-forward-005, GeneRacer™ 3 + MAC-Ntf-001, 
MAC-first-forward-005 + MAC-second-reverse-005, MAC-Ntf-001 + MAC-second-reverse-005 in 
GeneRacer™ 3' + MAC-second-reverse-005. Na levi je lestvica 100 bp plus, najnižja lisa predstavlja dolžino 
fragmenta 100 baznih parov (bp), vsaka naslednja lisa je 100 baznih parov daljša. 
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Slika 14: Pomnožki verižne reakcije s polimerazo (Q5) vzorca cDNA iz M. senile na agaroznem gelu, v 
jamicah so pomnožki reakcij z začetnimi oligonukleotidi kot si sledijo od 1 do 4 MdTx-Nt-002 + 
GeneRacer™ 3', MdTx-Nt-003 + GeneRacer™ 3', MdTx-Nt-004 + GeneRacer™ 3' in MdTx-Nt-005 + 
GeneRacer™ 3'. Na levi je lestvica 100 bp plus, najnižja lisa predstavlja dolžino fragmenta 100 baznih parov, 
vsaka naslednja lisa je 100 baznih parov daljša. 
4.2.2 Kloniranje pomnožkov verižne reakcije s polimerazo in sekvenciranje 
Z gela očiščene in v vektor pJET1.2/blunt vstavljene pomnožke kombinacij začetnih 
oligonukleotidov prikazane v jamicah 3 in 6 (slika 13) in 4 (slika 14) smo transformirali v 
kompetentne celice DH5α, jih namnožili, izolirali plazmid ter ga poslali na sekvenciranje 
(Microsynth, Švica s storitvijo barcode economy run). Za te sekvenci smo poiskali vse 
možne prepise bralnih okvirjev z orodjem ExPasy translate in jih poravnali z orodjem 
BLAST (blastp in blastx). Vzorca iz jamic 3 in 4 se nista poravnala z nobenim 
MACPF/CDC zaporedjem. Vzorec iz jamice 6 se je poravnal z AvTx60 podobnim 
proteinom iz vetrnice Exaiptasia pallidia, ki je član družine MACPF (blastp, v zbirki 
nepresežnih proteinskih zaporedji, 5' – 3' okvir 3, 
MIQFNVAGPVVVVAVVSXWXPKHSGSSIYQYVFAXRX) oziroma s PsTX-60B (prav 
tako članom družine MACPF)(blastx, v isti zbirki podatkov). V bazi oznak izraženih 
zaporedji (ang. expressed sequence tag, est) se to nukleotidno zaporedje poravna z 
zaporedjem CBHN6723.rev, cDNA klonom iz tentaklov M. dianthus. Vendar, če slednje 
zaporedje ponovno poravnamo z blastn, se ne poravna z nobenim proteinom iz naddružine 
MACPF/CDC.  
 
Iskanje z zaporedjem PsTX-60A v bazi est vrne zaporedji CHBI8082.for in CBHI8082.rev, 
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To zaporedje lahko prevedemo v aminkislonsko zaporedje izpisano spodaj, vendar ima več 
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4.3 IZOLACIJA HEMOLITIČNEGA PROTEINA IZ MORSKE VETRNICE A. 
MIRABILIS 
4.3.1 Gelska kromatografija  
Pred pripravljen vzorec smo nanesli na kolono napolnjeno z gelom Sephadex G-50, 
izmerili absorbanco frakcij pri valovni dolžini 280 nm in preverili njihovo hemolitično 
aktivnost. Kot je razvidno iz slike 15, hemolitične frakcije 47- 49 niso ločene v svojem 
vrhu na kromatogramu. Te in sosednji frakciji smo analizirali z NaDS-PAGE. Frakcije se 
med sabo opazno ne razlikujejo, pri vseh lahko opazimo liso pod 55 kDa, za katero 
predvidevamo, da je hemolitičen protein. (Slika 16). Aktivne frakcije smo združili in 
nadaljevali z delom. 
 
 
Slika 15: Absorbanca frakcij vzorca A. mirabilis pri valovni dolžini 280 nm po ločevanju z gelsko 
kromatografijo pri kateri smo za stacionarno fazo uporabili Sephadex G-50 (modra). Z rdečo barvo so 
poudarjene frakcije s hemolitično aktivnostjo na goveje eritrocite. Na vodoravni osi so prikazane frakcije na 
navpični pa absorbanca pri 280 nm. 
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Slika 16: NaDS-PAGE frakcij 46 – 50 vzorca A. mirabilis po ločevanju z gelsko kromatografijo, na obeh 
straneh gela je lestvica, na desni so označene molekulske mase, ki jih predstavlja posamezna lisa lestvice. Pri 
vseh frakcijah je opazna lisa pri 55 kDa.  
4.3.2 Ionsko izmenjevalna kromatografija 
Po ločevanju na anionski koloni s sistemom FPCL smo poiskali aktivne frakcije, to je bila 
samo frakcija 16, ki pa na kromatogramu ni imela vidnega vrha (Slika 17). Frakcijo smo 
koncentrirali in analizirali z NaDS-PAGE. Prisotnih je več lis, še vedno pa ta pod 55 kDa. 
(Slika 18). 
Sever T. Izolacija in lastnosti citolitičnega proteina iz morske vetrnice Metridium senile 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
Slika 17: Kromatogram ionsko izmenjevalne kromatografije z vzorcem A. mirabilis, ki je bil predhodno 
očiščen z gelsko kromatografijo. Na vodoravni osi je prikazan volumen v mL, na navpični koncentracija 
NaCl, z rdečimi oznakami je prikazano, kje so bile ločene frakcije, z modrim okvirjem je poudarjena 
hemolitična frakcija, ki nima samostojnega vrha na kromatogramu.  
 
 
Slika 18: NaDS-PAGE aktivne frakcije vzorca A. mirabilis, očiščenega z ionsko izmenjevalno 
kromatografijo. Prisotnih je več lis, vključno z liso malo pod 55 kDa, za katero domnevamo, da predstavlja 
hemolitični protein v vzorcu. Na levi je lestvica z prikazanimi molekulskimi masami. 
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4.4 FIZIKALNO KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA HEMOLITIČNEGA VZORCA A. 
MIRABILIS 
4.4.1 pH optimum hemolize 
Tako kot pri citolitičnem proteinu iz M. senile smo testirali najbolj ugodno pH vrednost za 
potek hemolize. Prav tako smo izvedli enosmerno analizo varianc in Newman-Keuls-ov 
posthoc test z intervalom zaupanja 0,95. Aktivnost je bila največja med pH vrednostnima 
6,0 in 7,0, medtem ko je bila aktivnost pri pH 8,0 zavrta (Slika 19). 
 
 
Slika 19: pH optimum hemolize govejih eritrocitov z vzorcem A. mirabilis. Na grafu je prikazan 1/t50 glede 
na pH vednost, pri kateri je potekala hemoliza. S črkami je prikazana statistična značilna različnost med 
hitrostjo hemolize (1/t50) pri posamezni pH vrednosti, ista črka pomeni, da med povprečji ni statistično 
značilne razlike. Z intervali napake je prikazana standardna napaka. Odtenek točk dodatno ponazarja hitrost 
hemolize, temnejši odtenek rdeče pomeni, da je bil t50 daljši (p<0,005, n=3). 
4.4.2 Temperaturna stabilnost 
Kot že opisano (glej poglavje 20), smo izmerili temperaturno stabilnost hemolitičnega 
proteina iz A. mirabilis. Tudi ta vzorec začne denaturirati že kmalu po začetku meritve, pri 
dobrih dvajsetih stopinjah celzija. Do hitrejše denaturacije pride pri temperaturah nad 
40 °C s temperaturo tališča pri 64 °C. 
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Slika 20: Temperaturna stabilnost vzorca hemolitičnega proteina iz A. mirabilis. Na vodoravni osi je 
prikazana temperatura, na navpični pa razmerje med absorbancama pri 350 in 330 nm. Denaturacija se začne 
pri 21 °C, vzorec je stabilen do približno štiridesetih stopinj celzija, potem pa hitro denaturira s temperaturo 
tališča pri 64 °C. Z zeleno ovojnico je prikazana standardna napaka, z navpičnima pikčastima črtama 
povprečna temperatura začetka razvijanja proteina (leva črta) in temperatura tališča (desna črta), z 
vijoličnima okvirjema je prikazan 0,95 interval zaupanja za ti dve temperaturi (n=3). Tm – temperatura tališča. 
4.4.3 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov 
S testom sedimentacije MLV smo, kot že opisano, preverili sposobnost vezave proteinov v 
vzorcu na vezikle različnih sestav. V vseh primerih lahko opazujemo lisi v supernatantu in 
sedimentu, najmočnejšo vezavo pa lahko zaznamo pri SM:Hol (Slika 21). 
 
 
Slika 21: Test sedimentacije multilamelarnih veziklov z vzorcem A. mirabilis .Vezikli so sestavljeni sledeče: 
sfingomielin:holesterol, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin:holesterol (v molarnem razmerju 
1:1), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin, polarni ter nepolarni lipidi iz klonskega izolata celic 
Sf21 Spodoptera. Pod vsako jamico na NaDS-PAGE je prikazana sestava veziklov, 'su' pomeni supernatant, 
'se' pa sediment. Če je lisa v supernatantu, do vezave ni prišlo, če je v sedimentu pa lahko sklepamo na 
vezavo proteina na vezikle. SM- sfingomielin, Hol – holesterol, POPC - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilholin, Sf9- iz klonski izolat celic Sf21 Spodoptera frugiperda. 
4.4.4 Test permeabilizacije s kalceinom napolnjenih majhnih unilamelarnih 
vezikolv 
Kot že opisano (glej 4.1.3.4), smo s kalceinskim testom preverjali vezavo in sposobnost 
permeabilizacije membran SUV. Rezultate smo analizirali z enosmerno analizo variance in 
Newman-Keuls-ovim posthoc testom z intervalom zaupanja 0,95. Daleč največje 
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sproščanje kalceina smo izmerili pri veziklih sestave CPE:Hol:POPC (v molarnem 
razmerju 20:40:40), pri veziklih, ki sledijo je bilo sproščanje podobno in postopoma pada 




Slika 22: Permeabilizacija s kalceinom napolnjenih majhnih unilamelarnih veziklov z vzorcem iz A. mirabilis. 
Vezikli so sestavljeni iz lipidov 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin:holesterol, 
sfingomielin:holesterol1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin:sfingomielin (vsi v molarnem 
razmerju 1:1), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin, N-Acil-sfingosilfosforiletanolamin:holesterol: 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin (v molarnih razmerjih 20:40:40, 40:30:30 in 1:49.5:49.5), 5-
holesten-3-on, ergosterol, lanosterol, 7-dehidroholesterol, β-sitosterol in stigmasterol. Na vertikalni osi je 
prikazano relativno sproščanje kalceina iz posameznih veziklov. Z intervali napake je prikazana standardna 
napaka, črke prikazujejo statistično značilno različnost med sproščenim kalceinom pri posameznih veziklih 
(p<1, n=3). POPC - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin:holesterol, SM – sfingomielin, Hol – 
holesterol, CPE - N-Acil-sfingosilfosforiletanolamin. 
4.4.5 Sekvenciranje N-konca proteina 
Tudi ta protein smo s prenosom western prenesli na PVDF membrano in jo poslali na 
sekvenciranje z Edmanovo razgradnjo. Pridobljeno zaporedje prvih deset aminokislin je 
predstavljeno spodaj. V nepresežni zbirki proteinov preiskani z blastp se zaporedje ne 
ujema z nobenim proteinom, ki vsebuje domeno MACPF/CDC. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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5 RAZPRAVA 
Proteini naddružine MACPF/CDC so široko razširjeni in imajo v organizmih različne 
vloge, od embriogeneze do obrambe pred patogeni, le pri dveh vrstah morskih vetrnic pa 
služijo plenjenju. Takšno vlogo imajo verjetno tudi hemolitični proteini, za katere 
domnevamo, da pripadajo omenjeni skupini, ki smo jih delno izolirali iz vrst M. senile in A. 
mirabilis. 
 
Namen naloge je bilo potrditi prisotnost hemolitičnih proteinov z MACPF/CDC domeno v 
morskih vetrnicah, ki so predmet raziskave, jim določiti nekatere lastnosti in potrditi ali 
ovreči izsledke predhodnih raziskav (Bernheimer & Avigad, 1978, Bernheimer in sod., 
1979), v katerih so ugotovili, da je v strupu morskega naglja (M. dianthus, takrat M. senile) 
kisel citolitičen protein z velikostjo 80000 Da, ki za delovanje potrebuje prisotnost 
holesterola. 
5.1  LASTNOSTI HEMOLITIČNEGA PROTEINA IZ M. SENILE 
Liofiliziran primerek M. senile smo homogenizirali s homogenizatorjem, ki je primeren za 
homogenizacijo mehkejših tkiv, ne pa za bolj žilava tkiva. Tako nam s to metodo ni uspelo 
obdelati neidentificiran kos živali, ki je po obdelavi ostal cel (Burden, 2012). Prav tako pa 
je bil toksin izpostavljen snovem, ki so lahko vplivale na njegovo aktivnost oziroma 
stabilnost (inhibitorni lipidi, proteinaze). Med samo homogenizacijo zaradi trenja nastaja 
toplota, kar je tudi lahko vplivalo na stabilnost proteina (Ops Diagnostics, 2018).  
 
Pri ločevanju z anionsko izmenjevalno kolono, se je metridiolizinu podoben protein vezal 
na stacionarno fazo s pH mobilne faze 7,4, kar se ujema z ugotovitvami Bernheimer in 
Avigad (1978), da je protein kisel. Aktivne frakcije nanešene na NaDS-PAGE so pokazale 
protein velikosti približno 55 kDa, kar je bilo nepričakovano glede na prejšnje raziskave, 
kjer sta Berheimer in Avigad (1978) ugotovila, da je velikost metridiolizina 'brez dvoma' 
80 kDa. Strinjamo se z njuno ugotovitvijo, da je sestavljen protein iz dveh podenot, velikih 
približno 25 in 35 kDa, v nasprotju z 47 in 22 kDa, ki sta jih ugotovila omenjena avtorja. 
Velikost 55 kDa smo potrdili tudi s kromatografijo z ločevanjem po velikosti, kjer nam je v 
eni frakciji uspelo protein navidezno popolnoma očistiti. 
 
V skladu s pričakovanji, glede na prejšnje objave (Bernheimer in Avigad, 1978), smo 
ugotovili, da je optimalni pH za hemolizo govejih eritrocitov med pH 5,0 in 5,5. Poskus 
smo sicer izvedli v pufru za eritrocite, da bi zmanjšali spontan razpad eritrocitov, ki se 
dogaja posebej pri nižjih pH vrednostih, kar pa ni bilo popolnoma idealno, saj so bile te 
nižje vrednosti izven pufrskega območja Tris pufra, ki je med pH 7,0 in 9,0. Ugotovili smo 
tudi, da je protein precej bolj aktiven v tem pufru, kot pa v citrat-fosfatnem (rezultati niso 
prikazani), v katerem sta merila hemolitično aktivnost Bernheimer in Avigad. Tako lahko 
glede na Kemper in Alexov (2010), ki sta ugotovila, da je pH, pri katerem so proteini 
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najbolj aktivni, tudi najbolj ugoden za stabilnost proteinov, sklepamo, da je protein tudi 
najbolj stabilen v območju pH 5,0 -5,5. 
 
Rezultati meritve temperaturne stabilnosti se ujemajo z že objavljenimi (Bernheimer in 
sod., 1979), kjer se je temperatura 37 °C izkazala za mejo, pri kateri začne metridiolizin 
denaturirati. V naši raziskavi smo mejo določili pri nekoliko nižji temperaturi, malo pod 
35 °C. 
 
Rezultati testa sedimentacije MLV niso zelo nazorni, vezava na vse testirane vezikle je bila 
šibka. S težavo jo lahko opazujemo le pri SM:Chol in POPC:Chol. Rezultati so 
pričakovani, saj obojni vezikli vključujejo holesterol, za katerega je bila ugotovljena 
močna vezava na metridiolizin (Bernheimer in Avigad, 1978). Permeabilizacija s 
kalceinom napolnjenih veziklov večinoma ne zrcali rezultatov testa sedimentacije veziklov. 
Največ kalceina se je sprostilo iz veziklov sestavljenih iz POPC:Chol. Med deležema 
sproščenega kalceina iz veziklov POPC in SM:Chol ni bilo statistično značilne razlike, pri 
slednjih smo pri sedimentaciji zaznali vezavo medtem, ko je pri POPC nismo.  
 
Ugotovljeno aminokislinsko zaporedje N-konca se v orodju BLAST ni ujemalo z nobenim 
proteinom iz MACPF/CDC družine, kar je bilo v skladu s pričakovanji, saj se proteini v 
družin ujemajo v terciarni zgradbi, podobnost v aminokislinskem zaporedji pa je le majhna 
(Lukoyanova in sod., 2016). Kakorkoli, aminokislinske sekvence teh proteinov znotraj 
morskih vetrnic so si dokaj podobne. Proteini PsTx-60A/B in AvTx-60A imajo identičnih 
slabih 60% aminokislin (Satoh in sod., 2007). 
5.2 LASTNOSTI HEMOLITIČNEGA PROTEINA IZ A. MIRABILIS. 
Vzorec, ki smo ga nanesli na gelsko kolono Sephadex G-50, je bil predhodno 
homogeniziran, filtriran in zamrznjen na -20 °C. S tem, ko je bil vzorec homogeniziran, 
nismo več mogli določiti, katero tkivo oz. kateri celični organeli so vir citolitičnega 
proteina. Protein je bil tudi izpostavljen snovem, ki lahko vplivajo na njegovo aktivnosti, 
na primer holesterolu ali proteazam (Ops Diagnostics, 2018). 
 
Aktivne frakcije so se izprale z ničelnim volumnom, kar je bilo v skladu s pričakovani 
glede na do sedaj odkrite proteine z MACPF/CDC domeno iz morskih vetrnic (Nagai in 
sod., 2002; Oshiro in sod., 2004; Satoh in sod., 2007), ki si veliki okrog 60 kDa. Protein 
velikosti rahlo pod 55 kDa smo v aktivnih frakcijah potrdili tudi z NaDS-PAGE, s katerim 
lahko določimo molekulsko maso proteina ± 10% natančno (Weber in Osborn, 1969). 
Določanje molekulske mase z MALDI-TOF žal ni bilo uspešno, verjetno zaradi 
kombinacije nizke koncentracije proteina, njegovih lastnosti, saj nekateri proteini le s 
težavo ionizirajo, kontaminacij vzorca ali neustrezne matrike za ionizacijo. Seveda pa 
vzorec ni bil popolnoma očiščen, v vzorcu so bili prisotni tudi proteini veliki približno 25 
kDa, čeprav je zgornja izključitvena meja uporabljenega gela približno 30 kDa. Kot 
mobilno fazo smo uporabili 10 mM Tris s pH 7,4, kar ustreza ločevalnim zahtevam na 
kolonah, napolnjenih s Sephadexom, vendar pa še vedno ni idealno za stabilnost proteina, 
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za kar bi morale lastnosti pufra posnemati tiste v izvornem okolju proteina, ki ga želimo 
izolirati. (Ops Diagnostics, 2018). 
 
Za nadaljnje ločevanje na anionski koloni smo se odločili glede na rezultate (Nagai in sod., 
2002), kjer se PsTx-60A, MACPF protein iz morske vetrnice Phyllodiscus semoni, ni vezal 
na kationsko kolono. Glede na to, da je bil pH mobilne faze 7,4, lahko sklepamo, da je 
izoelektrična točka proteina nižja od te vrednosti. Kar pa se komaj ujema s predvideno 
(pridobljeno z orodjem ExPasy ProtParam, med 7,0 in 9,0) izoelektrično točko AvTX-60A 
in PsTX-60A/B (proteini z MACPF domeno, prvi iz vrste Actineria villosa, zadnja dva iz 
Phyllodiscus semoni). 
 
Ločitev s kromatografijo z obrnjeno fazo zaradi številnih vrhov ni bila uporabna. Razlog za 
pojav teh vrhov je lahko zrak v sistemu zaradi slabo odzračenih pufrov, slaba kakovost 
kemikalij ali nečistoče v mobilni fazi (GE healthcare, 2014). Drug razlog za to je lahko 
agregacija proteinov v vzorcu.  
 
Tudi optimalna pH vrednost za aktivnost proteina je bila v kislem, med 5,0 in 6,0. Tudi 
tukaj smo se osredotočili na ohranjanje stabilnosti eritrocitov, zato smo poskuse izvajali v 
pufru za eritrocite. Glede na te rezultate lahko sklepamo, da je tudi optimalni pH za 
stabilnost proteina blizu vrednosti 5,5. (Kemper in Alexov, 2010). Kljub temu moramo 
rezultate vrednotiti z rezervo, saj je bilo število poskusov, kakor pri podobnih poskusih 
(temperaturna stabilnost, test permeabilizacije s kalceinom napolnjenih veziklov), 
premajhno. 
 
Protein je pričakovano temperaturno labilen in začne denaturirati že pri sobni temperaturi. 
Kakorkoli, rezultati poskusa niso popolnoma zanesljivi, saj vzorec ni bil v optimalnem 
pufru. Na to lahko sklepamo iz tega, da lahko temperatura morja, kjer A. mirabilis živi, 
doseže maksimalne temperature do 27 °C (SeaTemperature.org, 2018). 
 
S testom sedimentacije MLV smo opazili nespecifičnost vezave proteina, ker lahko v 
manjši ali večji meri potrdimo vezavo na vse testirane vezikle. Vsekakor pa lahko opazimo 
najboljšo vezavo na vezikle, sestavljene iz SM:Hol. Ta lipida sestavljata tudi večji del 
zunanje membrane eritrocitov (Shohet, 1972), zato lahko potrdimo ustreznost testiranja 
aktivnosti proteina s testom hemolize. Ker v MLV ni vključenih proteinov, lahko 
zaključimo, da za vezavo ti niso potrebni. 
 
Pri testu permeabilizacije s kalceinom napolnjenih SUV smo ugotovili največjo vezavo na 
CPE:Hol:POPC (20:40:40), vezava na ostali dve razmerji teh lipidov (40:30:30 in 
1:49.5:49.5) je bila znatno slabša. Vsi trije lipidi (oziroma SM, katerega analog je CPE) so 
splošno prisotni v membranah evkariontskih celic. Med drugimi vezikli ni bilo velikih 
razlik, tudi med različnimi steroli. Vsi testirani steroli razen 5-holesten-3-on-a imajo 
hidroksilno skupino na mestu 3C (3-β-hidroksilna skupina), ki je ključna za vezavo CDC 
na holesterol. Razen tega, imajo vsi strukturo, ki je potrebna za vezavo CDC na holesterol; 
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alifatsko skupino na ogljiku 17, nemodificiran B obroč in večinoma (vsi razen β-
sitosterola) metilno skupino na ogljiku 20 (Hotze in Twenten, 2012). Vezava na SM:Hol je 
bila pričakovano večja kot samo na POPC, saj je ta sestava bolj podobna pravim celicam. 
Poskus bi lahko dopolnili še z vezilki sestavljenimi samo iz holesterola, da bi videli če je 
kakšna razlika v sproščanju kalceina v primerjavi z ostalimi sterolnimi vezikli.  
 
Sekvenciranje N-konca proteina pričakovano ni pokazalo ujemanja z nobenim proteinom z 
MACPD/CDC domeno zaradi že omenjene nizke podobnosti aminokislinskega zaporedja 
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6 SKLEPI 
• Morski vetrnici M. dianthus in A. mirabilis vsebujeta citolitična proteina. 
• S klasičnimi biokemijskimi tehnikami je težko popolnoma izolirati in očistiti ta 
proteina. 
• Proteina sta velika okrog 55 kDa. 
• Protein iz M. dianthus ima optimum delovanja v nizkem pH (~5,5), iz protein A. 
mirabilis pa v nevtralnem, oba ne delujeta pri pH vrednosti višji od 8,0. 
• V večji ali manjši meri se vežeta na umetne lipidne vezikle in ne kažeta velike 
specifike za vezavo. 
S pomočjo PCR smo nakazali, da hemolitični protein iz M. senile spada v 
naddružino proteinov MACPF/CDC 
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7 POVZETEK 
Strup morskih vetrnic vsebuje citolitične proteine, ki vetrnicam služijo za lov, obrambo 
pred plenilci in zagotavljanje življenjskega prostora. Vse našteto je za sesilne organizme, 
kot so morske vetrnice, velikega pomena. Med najpogostejšimi toksini v strupu so 
citolitični proteini, ki bodisi s tvorbo por bodisi s fosfolipazno aktivnostjo vplivajo na 
integriteto membran. Med citolitične proteine uvrščamo tudi naddružino proteinov 
MACPF/CDC, v katero smo predvidevali da spadata tudi proteina, ki smo ju raziskovali. 
To so β-proteinski tvorci por, ki jih najdemo v mnogih organizmih od arhej in bakterij do 
evkariontov, kjer igrajo vlogo pri številnih procesih, kot so nevrogeneza, imunski odziv, 
supresija tumorjev idr. V primarni zgradbi si ti proteini niso podobni, ujemajo se šele v 
tridimenzionalni strukturi in načinu delovanja. Čeprav vseprisotni v različnih organizmih, 
so jih zaenkrat izolirali le iz dveh vrst tropskih morskih vetrnic; Phyllodiscus semoni in 
Actineria villosa. Trije izolirani proteini so veliki približno 60 kDa in so si zelo podobni 
tudi v cDNA sekvenci (in tudi v primarnem zaporedju). 
 
Cilj te raziskave je bil potrditi obstoj in opisati lastnosti metridiolizina, citolitičnega 
proteina iz M. senile, ki je bil prvič omenjen pred štiridesetimi leti, vendar nikoli potrjen. 
Isto velja za citolitični protein iz A. mirabilis, katerega obstoj je bil nakazan v nedavnem 
diplomskem delu kolegice. 
 
Izolacija se je izkazala za zelo zahtevno, saj nam s serijo kromatografskih metod ni uspelo 
popolnoma očistiti nobenega izmed pričakovanih oz. želenih proteinov. Kljub temu, nam je 
uspelo določiti približno molekulsko maso obeh citolizinov, pri približno 55 kDa. 
Optimalni pH za hemolizo je v kislem (M. senile) oziroma nevtralnem (A. mirabilis) 
območju. Oba proteina sta temperaturno labilna s temperaturo tališča okoli 65 °C. Testi 
vezave na lipidne vezikle niso pokazali velike specifike, citolitični protein iz M. dianthus 
se je najbolj vezal na vezikle sestave POPC:Hol (molarno razmerje 1:1), citolizin iz A. 
mirabilis pa na CPE:Hol:POPC (molarno razmerje 20:40:40). Dobljeni aminokislinski 
sekvenci N-konca obeh proteinov se nista ujemali z nobeno obstoječo, čeprav so si PsTx-
60A/B in AvTx-60A, znani MACPF proteini iz morskih vetrnic Phyllodiscus semoni in 
Actineria villosa) identični v približno 60 % aminokislin. Z izolacijo RNA in z verižno 
reakcijo s polimerazo smo uspešno dokazali, da je protein iz M. dianthus zelo verjetno član 
MACPF/CDC nadružine, za protein iz A. mirabilis, pa imamo za tako trditev zaenkrat 
premalo podatkov.  
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